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1. Einleitung 
„The application of science and technology to living organisms, as well as parts, products and models thereof, to alter 
living or non-living materials for the production of knowledge, goods and services.“ So lautet die allgemeine 
Definition der modernen Biotechnologie der Organisation für wirtschaftliche Zusammenarbeit 
und Entwicklung (OECD) (OECD, 2013).  
Dieses Wissen, Güter und Dienstleistungen erstrecken sich auf die unterschiedlichsten 
Gebiete: den pharmazeutischen, medizinischen und diagnostischen Bereich, das agrarindustrielle 
Umfeld, Nahrungsmittelzusätze und -bestandteile, Biomaterialien, den chemischen Bereich, bis hin 
zur Energieerzeugung und Verfahren zur Kontrolle und Beseitigung von 
Umweltverschmutzungen. Dadurch hat sich die Biotechnologie zu einer bedeutenden 
Querschnittstechnologie etabliert. Allen Disziplinen gemeinsam ist die Nutzung der 
fundamentalen Erkenntnisse aus den Lebenswissenschaften, insbesondere der Molekularbiologie 
und Biochemie und das daraus abgeleitete Wissen um Zellvorgänge, Wirkungsweisen von 
Proteinen und Enzymen und die Interaktion mit ihren Substraten. 
 
1.1 Metabolic Engineering und Synthetische Biologie 
Seit der Etablierung fermentativer Produktionsprozesse haben sich insbesondere Corynebacterium 
glutamicum, Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae als bedeutende Produktionsorganismen in der 
industriellen Biotechnologie durchgesetzt (Becker & Wittmann, 2015). Durch das steigende 
Interesse an Nachhaltigkeit und an der Verwendung nachwachsender Rohstoffe wurden diese 
Mikroorganismen in der vergangenen Zeit zunehmend zu maßgeschneiderten 
Produktionsstämmen weiterentwickelt. Systembiologische Ansätze, gentechnische sowie 
molekularbiologische Methoden und bioinformatische Analysen machen es möglich, das 
metabolische Potential dieser Mikroorganismen gezielt nutzbar zu machen. Die Kombination des 
Metabolic Engineering mit der chemischen Synthese liefert so umwelt- und ressourcenschonende 
Produktionsmöglichkeiten. Dies umfasst eine breite Produktpalette nachhaltiger Moleküle für die 
Energiegewinnung, als agrochemische Bausteine (Building Blocks) oder als chemische Fein- und 
Grundprodukte für Teile der Pharma-, Chemie-, Kosmetik- oder Textilindustrie. Sie ergänzen jene 
Produkte, welche bislang überwiegend durch traditionelle chemische Synthese, bzw. auf 
petrochemischer Basis erzeugt wurden.  
Die genannten Produktionsorganismen stellen prominente Beispiele für das Potential der 
Biotechnologie und des Metabolic Engineering dar. S. cerevisiae ist nicht nur eines der bestuntersuchten 
eukaryotischen Modelorganismen, sondern besitzt unter allen Organismen die längste Tradition 
und Anwendung in der Biotechnologie. Wurde er bereits in der Antike zum Brauen, Backen und 
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Keltern benutzt, machen ihn heute zahlreiche Eigenschaften zu einem bedeutenden 
Plattformorganismus der industriellen Biotechnologie (Becker & Wittmann, 2015): seine hohe 
Robustheit gegenüber unterschiedlichen pH-Spektren sowie hohe Produkttoleranz, die einfache 
genetische Modifizierbarkeit, kombiniert mit dem GRAS-Status („generally regarded as safe“), die 
Fähigkeit sowohl aerob als auch anaerob auf diversen und günstigen Substraten in industriell 
relevanten Fermentationsmaßstäben zu wachsen, eine (im Vergleich zu E. coli) geringe 
Nebenproduktbildung und einer Ethanolproduktion nahe dem theoretischen Maximum von 
0,51 g/g(Glc) und Konzentration von 48 g/l. Das Produktspektrum hat sich neben dem klassichen 
Fermentationsprodukt Ethanol, bzw. Lebensmittel- und Getränkeerzeugnisse auch auf diverse 
Chemikalien wie Propandiol oder Butandiol und verschiedene Biokraftstoffe ausgeweitet 
(Runguphan & Keasling, 2013; Nielsen et al. 2013; Liu et al. 2013; Becker & Wittmann, 2015). 
Durch transgene Expression einer pflanzlichen Cytochrom P450 Monooxygenase aus Artemisiana 
annua in S. cerevisiae (Ro et al. 2004; Paddon et al. 2013) gelang die Bildung von Artemisininsäure, 
einem Vorläufermolekül in der Produktion von Artemisinin® zur Behandlung von Malaria. Dies 
erweiterte das Produktspektrum auch auf Gesundheitserzeugnisse. 
Die Expression von Genen heterologen Ursprungs ist eine grundlegende Methode um den 
Stoffwechsel des Organismus gezielt zu verändern. Durch solches Metabolic Engineering konnte in 
E. coli durch Kombination mehrerer heterologer Gene die 1,3-Propandiol Produktion von Glycerol 
als Ausgangsrohstoff, hin zur vorteilhafteren Glucose verlagert (Cameron et al. 1998; Nakamura & 
Whited, 2003) oder die Biosynthese von α-Pinen aus Glucose erreicht werden (Yang et al. 2013). 
Letztere ergänzt eine bisher aufwendige Extraktion aus dem Harz verschiedener Pinusarten und 
anderer Pflanzen und liefert die in Kosmetika oder als Feinchemikalie eingesetzten Monoterpen-
Kohlenwasserstoffe durch kostengünstige und vor allem ressourcenschonende Fermentation. 
Zudem ist E. coli bei der Herstellung von rekombinanten Proteinen einer der am meisten 
verwendeten mikrobiellen Produktionsorganismen (Baneyx & Mujacic, 2004; Terpe, 2006). 
Das Metabolic Engineering und die Synthetische Biologie spielen hierbei wesentliche Rollen. 
Sie verknüpfen die investigative Natur der Biowissenschaften mit der konstruktiven Natur des 
Engineerings (Purnick & Weiss, 2009). Durch die Konstruktion einfacher sowie komplexer 
genetischer Schaltkreise aus Promotoren, Regulatoren oder Transkriptionsfaktoren wird die 
Genregulation und Genexpression gezielt gesteuert oder kann sofern erforderlich, an bestimmten 
Stellen gänzlich unterbunden werden. Das Einbringen fremder Gene ermöglicht das Design 
maßgeschneiderter Stoffwechselwege, die es dem Organismus ermöglichen für ihn fremdartige und 
nicht-physiologische Biomoleküle herzustellen. Durch weitere Modifikationen wie Mutation von 
bspw. der Ribosomenbindestelle kann die Expressionsstärke variiert und so der Metabolismus an 
weiterer Stelle beeinflusst werden.  
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Fortschritte aus den Bereichen der Systembiologie und der Directed Evolution haben 
maßgeblich hierzu beigetragen (Arnold & Volkov, 1999; Yokobayashi et al. 2002; Nielsen & Jewett, 
2007; Turner, 2009; Bornscheuer, 2013; Otero et al. 2013; Becker & Wittmann, 2015). 
Hochdurchsatz-Genomsequenzierungen von Genbibliotheken und Metagenomen, 
bioinformatische Hochdurchsatz-Analyseverfahren und computergestützte Modellierung, 
Transkriptomprofiling, Proteomics, Metabolomics lieferten und liefern Erkenntnisse über die 
Zellvorgänge und den Zellmetabolismus. Durch Kombination dieser Erkenntnisse mit gezielter 
Gensynthese, heterologer Genexpression und gezieltem Protein oder Enzym Engineering können 
neuartige und maßgeschneiderte Stoffwechselwege in Mikroorganismen designed werden 
(Abbildung 1, Mitte). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das Metabolic Engineering und die Etablierung solcher Produktionsorganismen erfordert allerdings 
für beinahe jedes erwünschte Zielbiomolekül eine eigenständige Entwicklung, welche zum Teil 
langwierig und kostspielig sein kann. Dieser Nachteil kann durch den Einsatz isolierter oder 
immobilisierter Zellbestandteile wie einzelner Proteine oder Enzyme, die als Biokatalysatoren 
Anwendung finden, teilweise umgangen werden (Abbildung 1, links, bzw. rechts). Die 
Anforderungen an geeignete Enzymkandidaten sind hierbei allerdings anspruchsvoll: eine hohe 
katalytische Produktivität (turnover number von > 500 min-1), Chemoselektivität und 
Prozessstabilität hinsichtlich der Temperatur, eingesetzter Lösemittel, pH-Wert oder Lebensdauer 
(Fox & Clay, 2009). Dies übersteigt jedoch die physiologischen Eigenschaften zumeist deutlich 
(Turner, 2009). Durch Directed Evolution und Enzym Engineering werden die Biokatalysatoren daher 
 
Abbildung 1. Directed Evolution und Metabolic Engineering für neue Biomoleküle und 
Stoffwechselprodukte (verändert nach Otte & Hauer, 2015). 
Herstellung neuer Biomoleküle und Produkte mithilfe gerichteter Evolution und Metabolic Engineering: 
durch Einsatz einzelner angepasster Proteine, bzw. Enzyme (links), Design neuer Stoffwechselwege 
(Mitte) oder schrittweiser Umsetzung eines Eduktes durch eine Enzymkaskade. 
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an die Anforderungen angepasst. Bei der Herstellung von Sitagliptin, einem Antidiabetikum zur 
Behandlung von Typ 2 Diabetes konnte im Vergleich zum wildtypischen Enzym durch mehrere 
Runden gerichteter Evolution einer Transaminase eine Aktivitätssteigerung um das 40.000-fache 
erreicht werden. Gleichzeitig konnte dadurch eine Ausbeute von 92 %, bei einem 
Enantiomerenüberschuss von > 99,5 % ee und in direktem Vergleich eine um 53 % gesteigerte 
Ausbeute erreicht werden (Desai, 2011; Bornscheuer et al. 2012). Ketoreduktasen konnten ebenfalls 
durch Mutagenese bereits in industrielle Syntheseprozesse implementiert werden und liefern chirale 
Intermediate für die Synthese von Atorvastatin, dem Wikstoff in Lipitor®, einem 
cholesterinsenkenden Medikament (Bornscheuer et al. 2012). 
 
1.2 Suche neuer Proteine und Enzyme 
Eine Gemeinsamkeit der in Abbildung 1 dargestellten Herstellungswege für neue Biomoleküle ist 
die Anwendung und Nutzung geeigneter Proteine und Enzyme. Unabhängig davon, ob es sich 
dabei um wirtseigene oder wirtsfremde handelt, ist die Suche und Identifizierung dieser hierbei ein 
zentraler Schritt. Abgesehen vom Ansatz des de novo Designs, werden beim Screening nach passenden 
Protein- oder Enzymkandidaten drei grundsätzliche Strategien verfolgt (Turner, 2009; Davids et al. 
2013). 
(i) Suche mittels mikrobieller Zell- oder Anreicherungskulturen mithilfe gezielter Substrate 
wie Herbizide, pharmazeutische Wirkstoffe oder andere auch xenobiotische Verbindungen. Diese 
Strategie bietet die umfassendste Möglichkeit neue Mikroorganismen zu identifizieren, die fähig 
sind diese häufig nicht-physiologischen Substrate zu metabolisieren und damit über das 
entsprechende Enzymspektrum verfügen. Sie erfordert allerdings ein geeignetes Screeningverfahren, 
bei welchem die gewünschte Aktivität detektiert werden muss. Die Tatsache, dass sich unter 
Laborbedingungen nur ein kleiner Teil der verfügbaren Mikroorganismen (MO) kultivieren lässt 
(Handelsmann et al. 1998), mindert das potentiell verfügbare Enzymspektrum allerdings stark. 
Dieses Problem kann durch Extraktion der genomischen DNA aus isolierten Reinkulturen oder 
Umweltproben mit anschließender Bestimmung durch Sequenzierung und funktioneller 
Annotation des Genoms, bzw. Metagenoms vielfach umgangen werden. Durch die 
Automatisierung kommt es hierbei allerdings auch zu Fehlannotationen der putativen Proteine und 
Enzyme. Daher hat sich die Erstellung von Metagenom-Bibliotheken als alternatives Vorgehen 
dieser Strategie etabliert. Die extrahierte DNA wird in geeignete Vektoren kloniert, funktionell 
exprimiert und anschließend mit geeigneten High-Throughput Screening Assays auf die gewünschten 
Enzymaktivitäten hin getestet (Handelsmann et al. 1998; Lorenz & Eck, 2005). 
(ii) Die Strategie des Protein Engineerings beschränkt sich auf bereits verwendete, bekannte 
oder aus Datenbanken verfügbare Proteine, ermöglicht aber ein gezielteres Vorgehen. Bei 
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verfügbarer Kristallstruktur oder anderen Informationen über Hot Spots werden mithilfe des 
Rational, bzw. Semi-rational Designs gezielte Varianten oder kleine, sog. Smart Protein Libraries 
erstellt und getestet (Wong et al. 2004; Reetz et al. 2006, 2010; Ruff et al. 2014). Bei wenig oder 
keinen verfügbaren Informationen werden durch gerichtete Evolution wie error-prone PCR 
(epPCR) oder Gene Shuffling Genbibliotheken mit tausenden Genvarianten erstellt. Durch ein 
geeignetes High-Throughput Screening Assay werden anschließend jene Varianten isoliert, welche über 
die gewünschten Eigenschaften verfügen (Stemmer, 1994; Moore & Arnold, 1996; Wilson & 
Keefe, 2001; Xiao et al. 2015). 
(iii) Die Strategie der Datenbanksuche nach homologen Gensequenzen, Sequenzen mit 
verwandten Sequenzmotiven oder nach strukturähnlichen Enzymen (Davids et al. 2013).  
 Ähnlich der ersten beschriebenen Strategie wurden die beiden in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Mikroorganismen Phenylobacterium immobile Stamm E (DSM 1986) und Arthrobacter sp. 
Ende der 1970er bis Anfang 1980er Jahre durch Anreicherungskulturen aus Bodenproben isoliert 
(Hauer, 1982; Lingens et al. 1985). Als Substrate dienten xenobiotische, bzw. komplexere 
aromatische Kohlenwasserstoffe. Dabei handelte es sich um das synthetisch hergestellte Herbizid 
Chloridazon (bei P. immobile Stamm E (DSM 1986)) und das natürlich vorkommende Papaverin 
(bei Arthrobacter sp.). Diese Substrate als alleinige C-Quelle zur Energiegewinnung und Wachstum 
verwerten zu können stellte eine Besonderheit dar. Anhand isolierter Abbaumetaboliten sowie bei 
mikrobiologischen und biochemischen Untersuchungen zeigte sich ein Abbau dieser persistenten 
organischen Verbindungen mittels ring-hydroxylierender und ring-spaltender Dioxygenasen (DO). 
Bei P. immobile zeigte sich der besondere Umstand, dass dieser Mikroorganismus nahezu 
ausschließlich das xenobiotische Substrat Chloridazon, bzw. das strukturverwandte Antipyrin als 
C-Quelle nutzt. Dies spricht für DO mit einem ungewöhlichen Substratpektrum und weist auf 
besondere Enzyme im Stoffwechsel hin, welche zur Herstellung neuartiger Stoffwechselprodukte 
in anderen Mikroorganismen genutzt werden könnten. Zum Teil konnten diese DO isoliert und 
ihre mögliche Aktivität gezeigt werden. Genauere Informationen zur Sequenz oder dem 
Substratspektrum oder über welche enzymatische Ausstattung diese Organismen noch verfügen 
sind bis heute jedoch nur spärlich verfügbar.  
 Sowohl beim Substratabbau, als auch während der Syntheseprozesse mit 
Produktionsorganismen stellt der Transport der Substrate ins Zellinnere häufig die erste, 
wesentliche Hürde dar. Dieser Aspekt wird jedoch oft unterschätzt und bleibt nicht selten 
unbeachtet. Ähnlich wie bei Chloridazon oder Papaverin sind organische Ausgangsverbindungen, 
die häufig als Edukte eingesetzt werden oder als Produkte entstehen, komplex oder gehen meist 
mit Eigenschaften wie hoher Hydrophobizität und schlechter Wasserlöslichkeit einher (Willrodt et 
al. 2015). Sofern nicht durch Diffusion, gelangen solche Substrate oder andere Verbindungen über 
1. Einleitung 
6 
 
ein aktives Transportsystem ins Zellinnere (Pao et al. 1998; Saier et al. 1999; Gibson & Parales, 
2000) und werden dort dem Zellstoffwechsel zugeführt. Dieses System beinhaltet sekundäre 
Transportproteine (Uniporter, Symporter, Antiporter), die in der Major Facilitator Superfamily (MFS) 
zusammengefasst werden und in allen lebenden Organismen von Pro-, bis Eukaryoten vertreten 
sind. Bestehend aus über 25 Proteinfamilien, zeigt sich die Vielfältigkeit dieser Superfamilie im 
Hinblick auf die verschiedensten Substrate von einfachen Sacchariden bei Bakterien und Hefen, 
bis hin zu Neurotransmittern in Säugern. Für nicht-physiologische, xenobiotische oder 
umweltgefährliche Substrate wie Phthalat und Dichlorprop konnten ebenfalls Transportproteine 
der MFS als verantwortlich für die Aufnahme in Mikroorganismen gezeigt werden, auch wenn nur 
wenige Arbeiten hierzu veröffentlicht sind (Pao et al. 1998; Zipper et al. 1998; Chang & Xylstra, 
1999). In Pseudomonas fluorescens erfolgt der Transport von Naphthalin über ein Protein der MFS 
(Whitman et al. 1998). Der 4-Hydroxybenzoat Transporter PcaK aus Pseudomonas putida ist sowohl 
für den Transport, als auch für die Chemotaxis zu dieser Verbindung hin verantwortlich (Ditty & 
Hartwood, 1999). Dies stellt gleichzeitig eines der raren Beispiele für ein bifunktionales 
Transportprotein innerhalb der MFS dar.  
Beim Metabolic Engineering und der Etablierung neuer Stoffwechselwege sollte der 
Substrattransport in die Zelle daher nicht außer Acht gelassen werden (Abbildung 1, Mitte). Denn 
verfügt ein Produktionsorganismus nicht über ein entsprechendes Transportsystem, welches die 
zuverlässige Versorgung des Metabolismus mit dem Substrat sicherstellt, ist die Herstellung des 
gewünschten Produktes von vornherein stark gemindert. So stellen bspw. Pentosen bei der 
Ethanolproduktion aus Hemicellulose durch S. cerevisiae die Aufnahme nicht-natürlicher Substrate 
dar. Auch hier sind Transportproteine der MFS beteiligt (Pao et al. 1998). Untersuchungen konnten 
zeigen, dass der Transport eine kritische Hürde für eine erfolgreiche Kommerzialisierung darstellt 
(Ha et al. 2011; Subtil & Boles, 2012; Farwick et al. 2014). Unter dem Gesichtspunkt synthetischer 
Biologie und Metabolic Engineering zum Design neuer Stoffwechselwege wurden daher bei der 
vorliegenden Arbeit zwei Schwerpunkte gesetzt: zum einen auf dem Eintritt des Substrates in die 
Zelle und zum anderen auf dessen Verwertung. Beim Transport handelte es sich hierbei um die 
Evolution eines Transportproteins aus S. cerevisiae, um die Aufnahme des nicht-physiologischen 
Substrates Xylose und damit dessen Verwertung zu steigern.   
Auf der Seite der Substratumetzung und des Metabolismus handelte es sich um die 
identifizierung ring-hydroxylierender und ring-spaltender DOs aus P. immobile Stamm E (DSM 
1986) und Arthrobacter sp. Zwei Bodenmikroorganismen mit besonderen C-Quellenspektrum. Die 
gesuchten DOs sind zwei Schlüsselenzyme bei der Verwertung von Chloridazon, Antipyrin, bzw. 
Papaverin und stellen potentiell wertvolle Biokatalysatoren für neue Stoffwechselwege zur 
Herstellung chiraler Biomoleküle dar. 
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1.3 Transport 
1.3.1 Zuckeraufnahme und Metabolismus in Saccharomyces cerevisiae 
Eine der Stärken der Biotechnologie und des Metabolic Engineerings liegt darin, den Stoffwechsel von 
Mikroorganismen zu steuern oder an neue Anforderungen anzupassen. Werden Enzymkaskaden 
wie in Abbildung 1 häufig dazu genutzt, mithilfe ausgewählter und selektiver Enzyme Produkte 
schrittweise aus zuvor definierten Vorläufermolekülen zu synthetisieren, nutzt man beim Metabolic 
Engineering abhängig vom Produktionsorganismus einfache, häufig kostengünstige C-Quellen als 
Substrat. Durch Anpassung der Stoffflüsse in diesem Organismus, kann die Nutzung dieser C-
Quellen nicht nur hinsichtlich der Energiegewinnung kontrolliert werden, sondern ebenso zur 
Herstellung gewünschter Biomoleküle in Form von Stoffwechselmetaboliten. Diesbezüglich 
verfügt die Bäckerhefe über ein breites C-Quellen-Spektrum mit welchem sie ihr Zellwachstum 
sicherstellen kann. Dieses besteht aus Ethanol, mehrwertigen Alkoholen, Acetat, organische Säuren 
oder Aminosäuren. Das natürliche Habitat von S. cerevisiae sind jedoch Obstsäfte oder Most, daher 
wird zur Energiegewinnung bevorzugt Zucker in Form von Monosacchariden wie Glucose, 
Fructose, Galactose und Mannose oder Disacchariden wie Maltose oder Saccharose 
verstoffwechselt (Kruckeberg, 1996; Rodrigues et al. 2006). Die Metabolisierung erfolgt jeweils über 
die klassischen katabolischen Pfade: Glykolyse, Citratzyklus und Pentosephosphatweg. Die 
Unterschiede bestehen allerdings darin, wie die Zucker in die Zelle transportiert werden und in den 
Zellstoffwechsel eintreten. 
 Traditionell spielt bei der Ethanolproduktion mit S. cerevisiae die Fermentation von Glucose 
aus stärke-, bzw. zuckerhaltigen pflanzlichen Rohstoffen die wichtigste Rolle. Hierbei wird Glucose 
hochspezifisch transportiert und verwertet. Die zur Herstellung von Bioethanol der 2. Generation 
genutzte Hemicellulose-haltige Biomasse wie Agrar- und Forstabfälle oder Rohstoffreste, die bei 
der traditionellen Fermentation nicht genutzt wurden, enthalten neben Glucose auch die Pentosen 
Arabinose und vor allem Xylose. Je nach Ausgangsrohstoff, besteht die Zusammensetzung aus bis 
zu 70 % Cyclodextrin und Glucose und bis zu 30 % Xylose, dem am zweithäufigsten verfügbaren 
Kohlehydrat aus Biomasse (Jeffries, 2006; Ha et al. 2011). Die Pentosen werden allerdings im 
Gegenzug zu den genannten Hexosen nicht oder nur sehr langsam und unspezifisch transportiert. 
Das es sich bei der Xylose um ein nicht-natürliches Substrat handelt, wird zum einen dadurch 
deutlich, dass S. cerevisiae keine Xylose-spezifischen Transportsysteme besitzt und zum anderen 
dadurch, dass sie natürlicherweise nicht in der Lage ist, Xylose zur Energiegewinnung zu 
metabolisieren. Sie kann jedoch Xylulose, ein Keto-Isomer der Xylose, fermentieren. Durch 
Integration einer transgenen Xylose Reduktase und Xylitol Dehydrogenase aus der Hefe Pichia 
stipitis konnte ein heterologer Abbaupfad in S. cerevisiae etabliert werden, bei dem Xylose über den 
Zwischenmetaboliten Xylitol zu Xylulose metabolisiert wird (van Maris et al. 2007; Matsushika et 
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al. 2009). Während die Reduktase NAD(P)H als Kofaktor nutzt, benötigt die Dehydrogenase 
NAD+, was zu einem Ungleichgewicht bei der Kofaktor Regeneration führt. Ein alternativer 
Abbaupfad beinhaltet die Expression von Xylose Isomerasen aus dem Bakterium Thermus 
thermophilum und dem Pilz Piromyces sp. E2 (Dekker et al. 1991; Kuyper et al. 2003), was die direkte 
Isomerisierung der Xylose in Xylulose erlaubt. In beiden Pfaden erfolgen anschließend die 
Phosphorylierung durch die zelleigene Xylulokinase zu Xylulose-5-Phosphat und der Eintritt in 
den nicht-oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs und in die Glykolyse. Doch auch wenn durch 
das Metabolic Engineering die Nutzung der Xylose als neue C-Quelle ermöglicht wurde, bleibt die 
Ethanolausbeute nur gering und hat, im Vergleich zur Glucose-Fermentation, negative Auswirkung 
auf die Ethanol- und Thermotoleranz der Bäckerhefe (Jeffries & Jin, 2000). Auch wird bei 
gleichzeitig verfügbarer Glucose und Xylose die Glucose stark bevorzugt aufgenommen und dem 
Zellstoffwechesl zugeführt. Bereits 0,05 mM Glucose führen zur Inhibierung der Xyloseaufnahme 
(Jeffries & Shi, 1999) und mindern dadurch die theoretisch mögliche Ethanolausbeute. 
Der Transport von Zuckermolekülen erfolgt in S. cerevisiae auf zwei unterschiedlichen 
Wegen. Zum einen über erleichterte Diffusion mithilfe von Hexosetransportern (Hxt), wodurch 
Glucose und andere Hexosen ins Zellinnere gelangen. Schnell fermentierende Zellen können so 
> 107 Moleküle Glucose pro Sekunde aufnehmen. Zum anderen über einen protonenvermittelten 
Symport. Über diesen gelangen Disaccharide in die Zelle und mithilfe der Galactose Permease Gal2 
auch Galactose (Kruckeberg, 1996; Leandro et al. 2009). In S. cerevisiae sind 20 hxt Gene bekannt. 
18 von ihnen kodieren für die eigentlichen Transportproteine Hxt1-17 und Gal2. Die übrigen 
2 fungieren als Sensorproteine Snf3 und Rgt2. Sie registrieren die verfügbare Glucose bei niedrigen 
(Snf3), bzw. hohen (Rgt2) Konzentrationen und sind über eine Signalweiterleitung ins Zellinnere 
an der Induktion der entsprechendenden Hxt beteiligt (Kim et al. 2013). Die Sensorproteine 
besitzen anders als die Transportproteine im C-terminalen Bereich eine mehrere Hundert 
Aminosäuren lange Sequenz, welche vermutlich an dieser Signalweitergabe beteiligt ist. Im Übrigen 
weisen die Sensorproteine und Hxt eine hohe Homologie auf. Die Sequenzidentität zwischen den 
20 Transportproteinen variiert von 25 % für Snf3 und Hxt16, bzw. Hxt17 bis 99,7 % für Hxt6 und 
Hxt7. Die größten Unterschiede befinden sich innerhalb der Amino- und Carboxyltermini, 
wohingegen die Transmembransegmente (TM) die konserviertesten Bereiche beinhalten (Leandro 
et al. 2009). 
 Ihre Funktion, Sequenzhomologie und Transportertopologie begründen die Zugehörigkeit 
der S. cerevisiae Hxt zur Zuckertransporter Unterfamilie SPF innerhalb der MFS. Wie die meisten 
Mitglieder der MFS bestehen die Hxt aus 12 α-helikalen, die Membran durchspannenden TM, 
welche über extra- und intrazytoplasmatische Loopregionen verbunden sind. Ebenso typisch für 
MFS Mitglieder wie auch für alle bekannten S. cerevisiae Hxt ist der große intrazytoplasmatische 
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Loop zwischen TM6/7 (Leandro et al. 2009). Als bakteriellen MFS Vertreter zeigt Abbildung 2 die 
Struktur des Xylose Protonen Symporters XylE aus E. coli mit gebundener Xylose in der nach 
außen hin geöffneten Position. 
Für das Überleben benötigt S. cerevisiae jedoch nicht alle der 18 Transportergene. 
Untersuchungen an einem Transporter Deletionsstamm zeigten, dass die Transporter Hxt1-7 und 
Gal2 für das Zellwachstum, als auch für Fermentation mit Glucose als C-Quelle ausreichen. 
Umgekehrt zeigte die Deletion von hxt1-7 ein stark beeinträchtigtes Zellwachstum mit Glucose, 
Fructose oder Mannose (Reifenberger et al. 1995, 1997). Entsprechend ihrer Transportkinetik 
werden die sieben Hxt und Gal2 in hoch affine (Hxt6+7, Gal2; Km = 1-2 mM), medium affine 
(Hxt2+4+5; Km ± 10mM) und niederig affine (Hxt1+3; Km = 50-100 mM) Transporter 
unterschieden (Reifenberger et al. 1997; Diderich, et al. 1999). Der natürlicherweise unter Galactose-
Bedingungen induzierte und unter Glucose-Bedingungen reprimierte Gal2 Transporter 
präsentierte sich hierbei als ein hoch-affiner Glucose Transporter.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Untersuchungen an einem Hxt Null Stamm, bei welchem alle 18 hxt deletiert wurden, 
zeigten eine unterbundene Aufnahme von sowohl Glucose, als auch von Xylose (Hamacher, 2002). 
Das Wachstum mit Xylose als C-Quelle konnte durch die Expression von Hxt4, 5, bzw. 7 und 
Gal2 wiederhergestellt werden und zeigte dadurch, dass S. cerevisiae diese Pentose mithilfe ihrer 
 
Abbildung 2. Struktur des E. coli XylE Protonen Symporters mit gebundener Xylose 
(verändert nach Sun et al. 2012). 
A: Seitenansicht der Gesamtstruktur mit der extrazellulären Seite oben und der intrazellulären unten. 
Dargestellt sind die MFS-typischen 12 α-helikalen TM (1-12) in grün, hellblau und lila mit gebundener 
Xylose im Kallottenmodell. Die extrazellulären Helices (EC1-2, TM1e) sind in dunkelblau dargestellt. 
Der für MFS Transportproteine typische große zytoplasmatische Loop zwischen TM6/7 bildet in 
XylE vier intrazelluläre Helices (IC1-4), in orange dargestellt. B: Aufsicht. C: Unteransicht. 
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Hexosetransporter aufnehmen kann. Bei bei Hxt7 und Gal2 handelt es sich um hoch affine 
Glucosetransporter und auch wenn die Transportraten mit Xylose um ein Vielfaches niedriger als 
mit Glucose waren, so zeigten sie neben Hxt5 auch in Ko-Fermentationsversuchen die höchsten 
Transportraten (Sedlak & Ho, 2004). Die Vielseitigkeit, nicht nur Galactose, sondern auch Glucose 
in hohen Raten und neben Xylose als einzigem bekannten Transporter in S. cerevisiae auch 
Arabinose zu transportieren (Cirillo, 1968), zeichnen die Galactose Permease Gal2 als einen 
vielversprechenden Kandidaten für die Untersuchungen in dieser Arbeit aus. 
 
1.3.2 Gal2 in S. cerevisiae 
Bestehend aus 574 Aminosäuren verfügt Gal2 über ein Gesamtmolekulargewicht um 63,6 kDa 
(systematische Bezeichnung YLR081W, Saccharomyces Genome Database) und besteht als 
integrales Transportprotein wie die übrigen Hxt1-17 aus 12 TM mit dem N- und C-Terminus ins 
Zytoplasma ragend. Die TM werden über hydrophile Loopregionen miteinander verbunden und 
beherbergen die meisten geladenen Aminosäuren und konservierten Bereiche (Nehlin et al. 1989). 
Ergebnisse aus Untersuchungen mit Transporter-Chimeren aus Gal2 und Hxt2 zeigten für Gal2 
Y446 als essentiell und W455 (beide TM10) als wichtig für die Erkennung von Galactose. Der 
Austausch der entsprechenden Aminosäuren F431 und Y440 in Hxt2 durch Tyrosin und 
Tryptophan erlaubte es Hxt2 ebenfalls Galactose zu transportieren und deuten auf die TM10 und 
ihre Rolle bei der Substraterkennung hin (Kasahara et al. 1996, 1997; Kasahara & Maeda, 1998). 
Auch die aromatischen Aminosäuren Y352 (TM7) und F504 (TM12) konnten in Gal2 als 
transportrelevant für Galactose identifiziert werden (Kasahara & Kasahara, 2000a). Weitere 
Untersuchungen konzentrierten sich vornehmlich auf den Glucosetransport anderer Hxts und 
konnten auch hier relevante Aminosäuren identifizieren. In Hxt7 ziegte sich Q209 (TM5) als 
essentiell für den hoch affinen Glucosetransport, ein Austausch von T213 (TM5) führte zum 
Aktivitätsverlust und D340 (TM7) wurde als nahe der Substraterkennungsstelle lokalisiert 
(Kasahara & Kasahara, 2010; Kasahara et al. 2011). Untersuchungen an Hxt2 zeigten L201 (TM5) 
als am wichtigsten für den Glucosetransport, sowie L59 und 61 (beide TM1), F198 (TM5), A363 
und F366 (beide TM8) als ebenfalls bedeutend für den Glucosetransport. Für N331 (TM7) konnte 
eine Interaktion mit dem Substrat beobachtet werden. Zusammen mit den Erkenntnissen um F431 
aus den Chimeren-Versuchen, deuteten diese Ergebnisse auf die Bedeutung der TM1, 5, 7, 8 und 
10 in Bezug auf den Glucosetransport in Hxt2 hin. (Kasahara & Kasahara, 2000a; 2000b; 2003; 
Kasahara et al., 2004). Homologiemodell-Versuche mit Hxt7 und dem bakteriellen Glycerol-3-
Phosphat Transporter (GlpT) aus E. coli bestätigten daraufhin diese Vermutung, dass die TM5, 7, 
8 und 10 einen Teil des Transportkanals in Hxt7 formen (Kasahara et al. 2011).  
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1.4 Metabolismus 
1.4.1 Hydroxylierung von Kohlenwasserstoffen - Dioxygenasen 
Nach dem Eintritt in das Zellinnere, wird das Substrat dem Stoffwechsel zugeführt. Innerhalb der 
beteiligten Stoffwechselwege sind an zentralen Abschnitten Schlüsselenzyme beteiligt, welche 
energetisch oder funktionell kritische Abschnitte bei der Biotransformation der Substrate 
markieren. Diese Enzyme tragen erheblich zur Steuerung des Substratflusses innerhalb des 
Metabolismus bei und sind mit ihren Eigenschaften damit als Biokatalysatoren für die synthetische 
Biologie und das Metabolic Engineerung gefragt.  
Die gezielte Oxidation von Kohlenwasserstoffen bereitgestellt aus Erdöl, Erdgas oder 
anderen natürlichen Rohstoffen stellt eine Schlüsselreaktion dar, mit dem „Potential, die 
nützlichste aller Biotransformationen zu sein“ (Panke & Wubbolts, 2005). Die enantioselektive 
Hydroxylierung zur Produktion chiraler Vorläufermoleküle gewinnt hierbei nicht nur aufgrund der 
biologischen Aktivität solcher Moleküle immer mehr an Bedeutung (Boyd et al. 2001; Wackett, 
2002; Parales & Resnick, 2007). Hierzu zählt bspw. die asymmetrische Dihydroxylierung zyklischer 
und azyklischer Alkene mithilfe von Dioxygenasen (Gally et al. 2015). Diese sog. Rieske non-heme 
iron aromatic ring-hydroxylating oxygenases (RHO) (Ferraro et al. 2005) oder auch Rieske-Typ 
Oxygenasen, bzw. Rieske-Typ Dioxygenasen genannt, ermöglichen die Bildung eines chiralen 
Diols in einem einzigen katalytischen Prozess. RHOs katalysieren die Übertragung beider Atome 
des molekularen Sauerstoffs auf nicht-aktivierte C-H Einfach- und C=H Doppelbindungen von 
aliphatischen und aromatischen Kohlenwasserstoffen. Sie ermöglichen dadurch die Bildung von 
vicinalen cis-Diolen, Epoxidierung an C=H Doppelbindungen, Oxidation von Heteroatomen, 
Sulfoxidation oder Bayer-Villiger-Oxidation. Sie stellen damit eine umweltfreundliche Alternative 
zur konventionellen Synthese dar. Auch die biologische Sanierung schwer abbaubarer aromatischer 
Kohlenwasserstoffe kann mithilfe der RHOs erfolgen. Herbizide und Pestizide auf erdölbasis, die 
in langerjähriger und breiter Anwendung auf Nutzflächen angewendet wurden, zeigen häufig eine 
hohe Persistenz. Sie können in tiefere Erdschichten und sogar ins Grundwasser einsickern, was zu 
dessen Kontamination führt. Beim Abbau der aromatischen Kohlenwasserstoffe durch 
Bodenbakterien, wie den in dieser Arbeit untersuchten P. immobile Stamm E (DSM 1986) und 
Arthrobacter sp., sind Dioxygenasen beteiligt (Díaz, 2004; Peng et al. 2008). Zum einen sind dies die 
ring-hydroxylierenden und zum anderen die ring-spaltenden Dioxygenasen. Diese Enzyme zu 
finden, zu isolieren und ihre katalytische Fähigkeit in Syntheseprozessen zu nutzen, macht sie zu 
wertvollen und vielversprechenden Biokatalysatoren (van Beilen et al. 2003; Wenda et al. 2011).  
Die überwiegende Mehrheit der RHOs nutzt NADH als Elektronendonor (Wackett, 2002; 
Nolan & O´Connor, 2008). Aufgrund dieser Kofaktor-Abhängigkeit rücken sie in den Fokus des 
Metabolic Engineering und der Etablierung in Ganzzellsystemen, wodurch eine ausreichende 
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Verfügbarkeit von NADH durch den Produktionsorganismus gewährleistet ist. Diese Tatsache 
und dass es sich bei RHOs um Mehrkomponenten Enzymsysteme handelt, erschweren einen 
isolierten Einsatz wie in Abbildung 1 (links, bzw. rechts). 
 
1.4.2 Ring-hydroxylierende Dioxygenasen (RHOs) 
Während der mikrobielle Abbau von aromatischen Verbindungen seit langem bekannt ist, sind die 
heute als RHO bezeichneten Oxygenasen erst seit 1968 beschrieben (Gibson et al. 1968). RHOs 
sind Kofaktor-abhängige Enzymkomplexe, die aus zwei oder drei separaten Enzymen bestehen: 
einer Reduktase und in drei-Komponenten Systemen einem Ferredoxin. Sie dienen als 
Elektronenlieferanten oder Elektronentransportkette (ETC) für die terminale Oxygenase 
(Abbildung 3A). Die Oxygenase wird entweder als ein Homo-Oligomer (αn), meist jedoch als 
Hetero-Oligomer (αnβn) gebildet. Im letzteren Fall wird α als die große Untereinheit bezeichnet und 
β als die kleine Untereinheit.  
Im N-terminalen Bereich enthält die α-Untereinheit der Oxygenase ein konserviertes 
„Rieske [2Fe-2S] Cluster“, welches durch die charakteristischen zwei Cysteine und zwei Histidine 
(CXHX15-17CX2H) koordiniert wird und die Elektronen von der ETC erhält (Furukawa et al. 2004). 
Im C-terminalen Bereich befindet sich die mononukleäre Eisen (Fe2+) Bindestelle mit der 2-His-1-
Carboxylat Facial Triade (HX4HXnE/D). Hier findet die Aktivierung und Übertragung des 
Sauerstoffs auf das Substrat statt (Hegg & Que, 1997; Que, 2000; Ferraro et al. 2005; Kweon et al. 
2008). Einige Kristallstrukturen der terminalen Oxygenasen konnten bis heute aufgeklärt werden, 
darunter eine Naphthalin DO aus Pseudomonas putida (Karlsson et al. 2003), Cumol DO aus 
Pseudomonas fluorescens IP01 (Dong et al. 2005), Ring-hydroxylierende Oxygenase aus Sphingomonas 
CHY-1 (Jakoncic et al. 2007), Biphenyl DO aus Rhodococcus sp. RHA1 (Furusawa et al. 2004) oder 
Toluol DO aus Pseudomonas putida F1 (Friemann et al. 2009). 
Bei den Reduktasen wird zwischen einer Ferredoxin-NADP+ Reduktase (FNR) mit 
FMN/FAD Bindedomäne und einer Glutathion-Typ Reduktase (GR) unterschieden. Strukturen 
für Reduktasen mit FMN wurden für die Phthalat DO aus Burkholderia cepacia (Correll et al. 1992) 
und mit FAD für die Benzoat DO aus Acinetobacter sp. ADP1 (Karlsson et al. 2002) aufgeklärt. 
Glutathion-Typ Reduktasen besitzen eine FAD- und NADH Bindedomäne sowie eine C-terminale 
Domäne. Abbildung 3A zeigt die Struktur einer GR-Typ Reduktase aus Pseudomonas sp. KKS102 
(Ferraro et al. 2005). In drei-Komponenten RHO-Systemen überträgt die Reduktase Elektronen an 
das Ferredoxin. Diese Ferredoxine enthalten zur Speicherung und Weitergabe der Elektronen 
entweder ein „Rieske [2Fe-2S] Cluster“ oder ein „Pflanzen-Typ [2Fe-2S] Cluster“. Dieses wird im 
Unterschied zu Rieske durch vier Cysteine koordiniert. Verfügbare Kristallstrukturen für 
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Ferredoxine mit „Rieske Clustern“ sind die Biphenyl DO aus Burkholderia xenovorans LB400 
(Couture et al. 2001) (Abbildung 3A) oder aus Acidovorax sp. (Senda et al. 2007). 
 
A 
 
 
 
B 
 
 
C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3. Drei Komponenten eines RHO Systems (verändert nach Ferraro et al. 2005) 
mit Abbaupfad von Biphenyl in Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 (verändert nach 
Furukawa et al. 2004). 
A: Reduktase aus Pseudomonas sp. KKS102, Ferredoxin aus Burkholderia xenovorans LB400, Oxygenase 
aus Rhodococcus sp. RHA1. Die verschiedenen Farben der terminalen Oxygenase bilden die α- und β-
Untereinheiten des hetero-oligomeren Enzyms ab. Schematisch angedeutet ist der 
Elektronentransport zum aktiven Zentrum der terminalen Oxygenase. Das „Rieske [2Fe-2S] Cluster“ 
ist in goldenen Sphären dargestellt. B: Upper und Lower Pathway des Biphenyl Abbaus in 
Pseudomonas pseudoalcaligenes  
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Die traditionelle Einteilung der RHOs nach Batie et al. (1991) erfolgt anhand der Oxygenase 
Untereinheiten, der Art des beteiligten Flavins und der Natur des Eisen-Schwefel Clusters (Mason 
& Cammack, 1992). Viele der neu entdeckten und beschriebenen RHOs lassen sich jedoch nur 
ungenau in diese drei Klassen einsortieren. Die Klassifizierung nach Kweon und Kollegen (2008) 
gruppiert RHOs in fünf neue Typen von RHOs (Abbildung 4) und beschränkt sich nicht nur auf 
die bisher beschriebenen und charakterisierten DOs, sondern ist dynamisch auch auf bisher nur als 
Sequenzdaten oder unvollständig beschriebene RHOs anwendbar.  
 
 
 
 
 
 
 
Die Klassifizierung basiert auf der Anwesenheit einer β-Untereinheit, den 
unterschiedlichen prosthetischen Gruppen des Ferredoxins („Rieske [2Fe-2S] Cluster“ mit dem 
konservierten Motiv CXHX15-17CX2H oder [3Fe-4S] mit CX5CXnC Motiv) sowie der 
 
Abbildung 4. RHO Klassifizierung nach Kweon und Kollegen (2008). 
Einteilung der RHOs in 5 Typen, mit schematischer Darstellung der beteiligten Komponenten und 
exemplarischen Vertretern. α: Oxygenase große Untereinheit. β: Oxygenase kleine Untereinheit. 
F: Ferredoxin. R: Reduktase. 
Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707. Die römischen Ziffern bezeichnen Abbaumetaboliten ausgehend 
von Biphenyl (I). ISP (Iron-Sulfur Protein) bezeichnet den N-terminalen Bereich der RHO α-
Untereinheit mit dem [2Fe-2S] Cluster. Die Bedeutung des orf3 ist nicht endgültig geklärt. Bph: 
Biphenyl. C: bph Gencluster der in B beteiligten Gene. 
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Charakteristik der Reduktase Komponenten (GR-Typ oder FNR-Typ mit dem pflanzlichen [2Fe-
2S] Cluster entweder im N-terminalen Bereich (FNRN) oder im C-terminalen Bereich (FNRC)). 
Aromatische Kohlenwasserstoffe sind eine weitläufig verfügbare C- und Energiequelle für 
das Wachstum von Mikroorganismen (Peng et al. 2008). Der aerobe Abbauweg von mono- oder 
polyzyklischen aromatischen Verbindungen läuft im Allgemeinen in zwei Phasen ab (Díaz, 2004) 
(Abbildung 3B). Im Upper Pathway oder periphären Teil des Abbaus, erfolgt die Destabilisierung 
des aromatischen Ringsystems. Die Substitution mit Hydroxylgruppen wirkt sich auf die 
Resonanzenergie der sp2-hybridisierten Kohlenstoffatome mit ihren delokalisierten π-Elektronen 
aus. Das stabile Ringsystem wird geschwächt und ermöglicht eine Weiterreaktion und Spaltung der 
Ringstruktur (George & Hay, 2011). Dies geschieht durch die RHO und führt zum ersten 
Abbaumetaboliten. Das cis-Dihydridiol wird anschließend durch eine Dihydrodiol-Dehydrogenase 
zum cis-Diol, bzw. Catechol oder Catechol-Intermediat abgebaut. Durch dessen Spaltung mittels 
einer zweiten ring-spaltenden Dioxygenase beginnt der Lower Pathway. Das geöffnete Ringsystem 
wird weiter zu Pyruvat und Acetaldehyd metabolisiert und mündet in den Zitratzyklus (Broderick, 
1999; Siegbahn & Haeffner, 2004; Vaillancourt et al. 2006; George & Hay, 2011). 
Die entsprechenden Gene des Upper, bzw. Lower Pathways treten traditionell geclustert in 
einem oder zwei Operons auf (Yen & Gunsalus, 1982; Díaz et al. 1998; Dennis & Zylstra, 2004; 
Peng et al. 2008; George & Hay, 2011) (Abbildung 3B). Dies ermöglicht eine zuverlässige 
Regulierung und Expression der im Abbau involvierten Enzyme. Einige Mikroorganismen, 
darunter Sphingomonaden oder Phenylobacterium, zeigen allerdings eine komplexe genetische 
Organisation der beteiligten Gene in verschiedenen, über das gesamte Genom verstreuten Operons 
(Stolz, 2009; Reznicek et al. 2015c). 
 Im Hinblick auf den katalytischen Hydroxylierungsmechanismus ist die Napthalin DO das 
mit Abstand bestuntersuchte RHO System (Lange & Que, 1998; Que, 2000; Wackett, 2002; 
Ferraro, 2005). Untersuchungen an der Naphthalin DO aus Pseudomonas sp. NCBI 9816-4, einer 
Typ IIIαβ RHO, zeigten, dass für die Hydroxylierung von Naphthalin zu cis-(1R,2S)-Dihydroxy-
1,2-dihydronaphthalin lediglich die Oxygenase Komponente nötig ist. Die katalytische Aktivität 
und Reaktion mit dem Sauerstoff findet zudem nur statt, wenn sowohl das „Rieske [2Fe-2S] 
Cluster“ als auch das mononukleäre Eisen in Anwesenheit des Substrats im reduzierten Zustand 
vorliegen. Dies demonstrierte die terminale Oxygenase als die alleinige katalytische Komponente, 
ohne Beteiligung oder Einfluss durch die ETC Proteine (Wolfe et al. 2001). 
Dihydroxylierungsversuche mit der Benzoat DO aus Pseudomonas putida bestätigten diese 
Beobachtungen und zeigten, dass die Art des Substrats Einfluss auf den Elektronentransfer 
zwischen dem „Rieske Cluster“ und dem Eisenzentrum hat und damit auf die Effizienz der 
Oxygenase (Wolfe et al. 2002).  
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 Der katalytische Mechanismus der Hydroxylierung verläuft grundsätzlich in zwei Phasen 
(Abbildung 5): der Aktivierung des Sauerstoffs und dessen Übertragung auf das Substrat (Ferraro 
et al. 2005). Die notwendigen Elektronen stammen von NADH und werden durch Oxidation von 
der Reduktase einzeln auf ein [2Fe-2S] Zentrum übertragen, was in zwei-Komponten RHOs Teil 
der Reduktase ist, bzw. in drei-Komponenten RHOs separat als Ferredoxin vorliegt. Die 
Elektronen werden anschließend auf das Rieske [2Fe-2S] Zentrum der Oxygenase weitergeleitet 
und gelangen von dort zum mononukleären non-Häm Eisen. Bei der Naphthalin DO, einem α3β3 
Hetero-Oligomer (Parales, 2003), beträgt die Entfernung zwischen dem [2Fe-2S] und dem non-
Häm Eisenzentrum innerhalb derselben Oxygenase α-Untereinheit ca. 44 Å. In der Quartärstruktur 
benachbarter α-Untereinheiten beträgt diese Distanz hingegen nur ca. 12 Å. Ein konserviertes 
Aspartat „überbrückt“ diese Distanz und erlaubt den Elektrontransport zwischen dem Eisen- und 
Rieske Zentrum angrenzender α-Untereinheiten (Barry & Challis, 2013) (Abbildung 5I).  
 
                     I   II 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5. Katalytischer Mechanismus einer Naphthalin Dioxygenase. 
I: Aktives Zentrum der Naphthalin Dioxygenase mit Rieske [2Fe-2S] Zentrum (links oben) und non-
Häm Eisenzentrum (rechtes unten) benachbarter α-Untereinheiten (angedeutet durch den diagonalen 
Strich) im Abstand von 12 Å. Das konservierte Aspartat 205 fungiert beim Elektronentransfer als 
„Brücke“ zwischen beiden Zentren (verändert nach Parales et al. 1999). II: Postulierter Mechanismus 
der Dihydroxylierung von Naphthalin (verändert nach Barry & Challis, 2013). 
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Studien mit Aspartat Mutanten der Naphthalin DO aus Pseudomonas sp. NCIB 9816-4 
zeigten dieses Aspartat 205 als essentiell für die katalytische Aktivität und deuteten dessen Rolle als 
„Elektronenbrücke“ an (Parales et al. 1999). Eine Reduzierung des „Rieske Clusters“ durch das 
Ferredoxin und Bindung von Naphthalin im aktiven Zentrum rufen eine Konformationsänderung 
des non-Häm Eisens und dessen koordinierenden Liganden hervor (Abbildung 5II), wodurch 
vermutlich ausreichend Platz für die Sauerstoffbindung im aktiven Zentrum geschaffen wird. Die 
Reduzierung des „Rieske Clusters“ bewirkt gleichzeitig eine Protonierung eines koordinierenden 
Histidins, was die Bildung einer Wasserstoffbrücke zum konservierten Aspartat ermöglicht 
(Abbildung 5I). Dies führt zu einer zusätzlichen Konformationsänderung des mononukleären 
Eisens, was den Zugang des Sauerstoffs und dessen Bindung begünstigt (Martins et al. 2005). 
Die Bindung des Sauerstoffs an das non-Häm Eisen im aktiven Zentrum erfolgt demnach 
erst nachdem es zur Bindung des Substrats und zur Reduktion des [2Fe-2S] Clusters gekommen ist 
(Barry & Challis, 2013). Dies verhindert die oxidative Inaktivierung des Enzyms durch den 
Sauerstoff ohne Substrat. Der Elektronentransfer vom „Rieske Cluster“ zum non-Häm Eisen und 
die Bindung des Sauerstoffs an das mononukleäre Eisen (b) führt zu dessen Aktivierung und 
Bildung einer Eisen-peroxo Spezies (c), welche mit dem gebundenen Substrat reagieren kann. 
Durch die Spaltung der O-O Bindung und Substrat Oxidation kommt es zu einem Fe(IV)=O 
Komplex und einem radikalischen Hydroxynaphthalin Intermediat (d1), das zu einem Eisen-
alkoxy-hydroxynaphthalin Komplex führt (e). Alternativ könnte die Spaltung der O-O Bindung 
auch zu einem Fe(IV)=O(OH) (Eisen(IV)-oxo-hydroxo-) Komplex führen (d2), welcher 
anschließend mit dem Substrat reagiert und zum Eisen-alkoxy-hydroxynaphthalin Komplex (e) 
führt. Der Transfer des zweiten Elektrons vom Ferredoxin zum „Rieske [2Fe-2S] Cluster“ und 
zum non-Häm Eisen führt zur Bildung eines Ferro-alkoxy-hydroxynaphthalin Komplex (f). Die 
Protonierung des Alkoxids führt zur Freisetzung des Produkts cis-1,2-Dihydro-1,2-
dihydroxynaphthalins und Regeneration des aktiven Zentrums. 
 Vicinale cis-Dihydrodiole stellen die klassischen Reaktionsprodukte der RHOs dar. Bekannt 
sind allerdings auch Monohydroxylierungen und weitere Redoxreaktionen (Gibson et al. 1995; 
Resnick & Gibson, 1996; Dumitru et al. 2009; Boyd et al. 2002; 2011; Parales et al. 2011; Chakraborty 
et al. 2012). Insbesondere die Naphthalin DO aus Pseudomaonas sp. NCIB 9816 katalysiert neben der 
Di- auch eine Monohydroxylierungsreaktion sowie Sulfoxidation, N-Dealkylierung, 
Dehydrogenierung und Dealkylierung. Dieses vielseitige Substrat- und Reaktionsspektrum macht 
die RHO zu einem vielversprechenden Biokatalysator. 
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1.4.3 Ring-spaltende Dioxygenasen 
Auf die Bildung des Catechol Intermediats in der Mitte des Upper Pathways folgt die Ring-spaltung 
durch eine zweite, Kofaktor-unabhängige DO. Es sind zwei Klassen dieser Oxygenasen bekannt, 
die sich durch die Art der Ring-spaltung unterscheiden (Abbildung 6I). Intradiol-DO spalten den 
aromatischen Ring in ortho-Position zwischen den beiden Hydroxylgruppen und besitzen ein non-
Häm Fe(III) im aktiven Zentrum. Extradiol-DO verwenden ein non-Häm Fe(II) und spalten den 
Aromat in der meta-Position zu den Hydroxylgruppen (Vaillancourt et al. 2006).  
 
I     II 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
Auch einige Mn(II)-abhängige Extradiol-DO konnten beschrieben werden, die eine hohe 
Sequenzähnlichkeit zu Fe(II)-abhängigen Enzymen haben (Whiting et al. 1996; Hatta et al. 2003). 
Trotz der generell ähnlichen Aktivität, sind Intra- und Extradiol-DO in ihrer Struktur, 
Sequenzhomologie und ihrem Reaktionsmechanismus gänzlich verschieden. In Bezug auf das 
Substratspektrum und ihrer höheren Präsenz in zahlreichen Abbau- oder pflanzlichen 
Biosynthesepfaden, gelten die Extradiol-DOs nach derzeitigem Wissensstand als die vielseitigeren 
ring-spaltenden Enzyme. Im Gegensatz dazu benötigen Intradiol-DO zwingend Substrate mit 
 
Abbildung 6. Mechanismus der aromatischen Ringspaltung. 
I: Intradiole versus extradiole Ringspaltung. Die intradiole Spaltung findet an der 1,2-Position statt, 
zwischen den beiden Hydroxylgruppen des Catechols, die extradiole Spaltung findet an der 2,3- 
(seltener 3,4-) Position statt. II: Postulierter katalytischer Zyklus der extradiolen Ringspaltung am 
Beispiel der Homoprotocatechuat 2,3-DO (verändert nach Emerson et al. 2008). M2+ stellvertretend 
für Fe(II) und Mn(II). 
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benachbarten Hydroxylgruppen und können im Allgemeinen Catechole mit nur leicht Elekronen-
ziehenden Substituenten spalten. Auch treten sie im Abbau von Umweltschadstoffen oder 
aromatischen und polyzyklischen Verbindungen weit seltener auf, als ihr Konterpart (Vaillancourt 
et al. 2006). Aufgrund der Bedeutung der extradiol-spaltenden DO in Abbaupfaden zahlreicher 
Mikroorganismen, wird diese Klasse der ring-spaltenden DO nachfolgend näher betrachtet.  
Extradiol-DOs bilden Homo- (αn) wie auch Hetero-Oligomere (αnβn) und werden in drei 
Typen unterteilt (Eltis & Bolin, 1996). Typ I Extradiol-DOs gehören in die Vicinal Oxygen Chelat 
Superfamilie (He & Moran, 2011) und besitzen divalente Metallionen im katalytischen Zentrum. 
Sie bilden Mono-, Di- oder Oligomere aus einer Untereinheit mit einem typischen 
Molekulargewicht von 21-32,5 kDa (Vaillancourt et al. 2006). Vertreter dieses Typs I sind die 
monomere 2,2´,3-Trihydroxybiphenyl DO aus Sphingomonas sp. RW1 (Happe et al. 1993), die trimere 
Catechol-2,3-DO aus Pseudomonas putida mt2 (Kita et al. 1999) oder die oktamere 2,3-
Dihydroxybiphenyl 1,2-DO aus Pseudomonas cepacia (Han et al. 1995). Insgesamt umfasst der Typ I 
die meisten bekannten Catechol 2,3-DO. Typ II Extradiol-DO bilden Hetero-Di- oder Hetero-
Oligomere mit Vertretern wie die E. coli Homoprotocatechuat-DO (Roper & Cooper, 1990) oder 
Protocatechuat 4,5-DO aus Pseudomonas sp. K82 (Yun et al. 2002). Typ III Extradiol-DO gehören 
in die Cupin Superfamilie. Diese Proteinfamilie zeichnet sich durch ihre konservierten β-Barrel 
Strukturen innerhalb der Vertreter wie der Gentisat-DO aus Pseudomonas testosteroni (Harpel & 
Lipscomb, 1990) aus. 
 Wie bereits beim RHO System beschrieben, wird das Metallion auch in den ring-spaltenden 
DO durch die 2-His-1-Carboxylat Facial Traide im aktiven Zentrum koordiniert (Abbildung 6II). 
Für die Spaltung des aromatischen Rings bindet das Catechol Substrat über seine beiden 
Hydroxylgruppen gegenüber der beiden koordinierenden Histidinen an das reduzierte non-Häm 
Eisenzentrum (a). Dies verdrängt die Wassermoleküle und ermöglicht die Sauerstoffbindung am 
Eisenzentrum gegenüber dem Carboxylat (b). Durch die Positionierung des Substrats und 
Sauerstoffs werden Elektronen vom Catechol über das Eisenzentrum zur Aktivierung auf den 
Sauerstoff übertragen (c), was beiden einen radikalischen Charakter verleiht und die Reaktion 
miteinander ermöglicht (Emerson et al. 2008). Das gebundene Superoxid reagiert mit dem 
oxidierten Catecholat und bildet ein Alkyl-peroxo Intermediat (d). Die folgende Spaltung der O-O 
sowie C-C Bindung führt zur Bildung eines Lakton Intermediats (e). Der verbliebene Sauerstoff 
am Metallzentrum führt zur Hydrolyse des entstandenen Laktons und damit zur Ringöffnung. 
Damit ist die Reaktion vollendet und das Produkt wird aus dem aktiven Zentrum des Enzyms 
entlassen (f). 
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1.4.4 Phenylobacterium immobile Stamm E (DSM 1986) 
Lingens und Kollegen beschrieben erstmals 1985 die Gattung Phenylobacterium und ihre Fähigkeit 
Antipyrin (Phenazon) und Pyramidon (Aminophenazon) sowie das Herbizid Chloridazon 
(Pyrazon) als C- und Energiequelle nutzen zu können (Abbildung 7A).  
Der erste Vertreter dieser Gattung konnte erstmals 1969 aus Bodenproben in Lyngby, 
Dänemark isoliert werden (Engvlid & Jensen, 1969). In den Folgejahren kamen mehr als 20 weitere 
Isolate von verschiedenen Kontinenten hinzu. Morphologische, physiologische und biochemische 
Untersuchungen identifizierten alle diese Isolate als zu einer Art gehörend: Phenylobacterium immobile. 
Eine Unterscheidung erfolgt nach der Stammbezeichnung, bspw. P. immobile Stamm E beschreibt 
Ecuador als Ort der Isolierung. Bis 2004 umfasste die Gattung P. immobile als einzige Art. Seitdem 
kamen weitere hinzu, isoliert aus weiteren Bodenproben, Aktiv- und Klärschlamm, 
Kompostproben, alkalischem Grund- und Schmutzwasser oder unterirdischen Gewässern (Kanso 
& Patel, 2004; Aslam et al. 2005; Tiago et al. 2005; Weon et al. 2008).  
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Abbildung 7. Upper und Lower Pathway des Chloridazon Abbaus in P. immobile Stamm E 
(DSM 1986) (nach Lingens et al. 1985). 
A: Substrate zur Isolierung von P. immobile in Anreicherungskulturen. B: postulierter Chloridazon 
Abbau in P. immobile Stamm E (DSM 1986). Die Zahlen bezeichnen die Enzyme des Upper Pathways, 
die zum ersten, zweiten und dritten Abbaumetaboliten führen: cis-2,3-DO (1), 2,3-Dihydro-2,3-
dioldehydrogenase (2), Catechol 2,3-DO (3).  
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Auch humanpathogene Vertreter dieser Gattung wurden bereits identifiziert und 
beschrieben. Phenylobacterium zucineum, ein aus menschlichen Zellen isoliertes und fakultativ 
intrazelluläres Bakterium oder ein weiteres, isoliert aus infektiösen Hautgranulomen (Luo et al. 
2008; Zhu et al. 2010). Phenylobacterium zucineum war bis dahin der erste fakultativ anaerobe Vertreter 
dieser Gattung und der erste, dessen Genom entschlüsselt wurde. Es besteht aus einem zirkulären 
Chromosom (4 Mb) und einem zirkulären Plasmid (382 kb) mit einem GC-Gehalt von 71,4 %, 
bzw. 68,5 % und enthält 3,861 putative Protein-kodierende ORFs. Auffällig hierbei ist, dass sich 
einige identische Bereiche sowohl auf dem Plasmid, als auch im Genom befinden und auf 
homologe Rekombination hinweisen. Die funktionelle Analyse des Genoms zeigte das ganze 
Enzymspektrum der Glykolyse, des Entner-Douderoff-Wegs und des Pentose-Phosphat-Wegs 
(mit Ausnahme der Glukonat-Kinase), des Citratzyklus und der Fettsäuresynthese sowie der 
Biosynthese aller 20 proteinogenen Aminosäuren. 
P. immobile, der Begründer der Gattung Phenylobacterium, zeichnet sich im Vergleich dazu 
durch sein extrem limitiertes C-Quellen Spektrum aus. Alle von Lingens und Kollegen (1985) 
beschriebenen Stämme dieser Art zeigen nur bei Zugabe von Chloridazon, Antipyrin, Pyramidon 
oder Phenylalanin normales Wachstum, auch ohne vorher mit den Substraten in Kontakt 
gekommen zu sein. Zudem benötigen sie Vitamin B12 als Wachstumsfaktor. Allgemeine Pentosen 
und Hexosen, Alkohole oder Karbonsäuren sowie im Labor verwendete Standard Komplexmedien 
werden nicht oder nur sehr schlecht verwertet. Bei P. immobile handelt es sich um ein nicht motiles, 
gram-negatives, strikt aerobes und nicht sporulierendes Bodenbakterium. Es bildet Stäbchen oder 
kokkoide Formen, die einzeln, in Paaren oder in kurzen Ketten auftreten können. Die optimale 
Wachstumstemperatur beträgt 28-30°C. Sie sind osmotisch sensitiv und zeigen beim Wachstum 
mit Chloridazon oder Antipyrin als C-Quelle nach einer Lag-Phase von ca. 1 Woche eine 
Verdopplungszeit von 7-8 Stunden. Das Wachstum auf Mineralsalz-Festmedium resultiert nach 2-
3 Wochen in kleinen Kolonien von 1-2 mm Durchmesser (Lingens et al. 1985). 
 Untersuchungen zum Abbau von Chloridazon und Antipyrin konnten einige Metaboliten 
dieser Verbindungen identifizieren sowie die beteiligten Enzyme des Upper Pathways (Sauber et al. 
1977a, 1977b; Blecher et al. 1981; Eberspächer & Lingens, 1978; Keller et al. 1979; Lingens et al. 
1985). Demnach erfolgt der Abbau traditionell über eine initiale Dihydroxylierung der 
Phenylokomponente dieser Verbindungen durch eine DO (Abbildung 7B, 1), was zum ersten 
Abbaumetaboliten cis-2,3-Dihydrodiol führt. Nach der Bildung des Diols (Metabolit 2) durch eine 
Dehydrogenase (Abbildung 7B, 2) und dessen meta-Ring-spaltung (Metabolit 3) durch eine 
Catechol DO (Abbildung 7B, 3), tritt das Substrat in den Lower Pathway ein (Müller et al. 1982). Eine 
postulierte Amidase hydrolysiert die Amidbindung des dritten Metaboliten. Die gebildete 
Hydroxymukonsäure wird weiter zu Pyruvat und Acetaldehyd abgebaut und dem Citratzyklus 
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zugeführt. Der Heterozyklus wird nicht verstoffwechselt, akkumuliert in der Zelle und wird ins 
Medium abgegeben. 
 Zahlreiche Chloridazon und Antipyrin Derivate mit substituiertem Heterozyklus erwiesen 
sich teilweise als weitere mögliche Substrate. Eine Substitution am Phenylring (o-Nitrochloridazon 
oder o-, m-, p-Methylchloridazon) verhinderte allerdings den Abbau (Lingens et al. 1985). Anilin 
Derivate, wie N-Methylformanilid oder N-Methylacetanilid zeigten sich ebenfalls als mögliche 
Substrate, führten jedoch nur zu sehr schwachem Wachstum. 18 der üblicherweise von anderen 
MO abgebauten aromatischen Verbindungen, darunter Benzol, Toluol, Phenol, Catechol, 
Benzaldehyd und Benzoesäure konnten nicht verwertet werden. Allerdings zeigte sich, dass für 
Toluol und Benzol das Dihydrodiol Produkt gebildet wird (Wegst, 1981). 
 Als eine alternative C-Quelle natürlichen Ursprungs und mit vergleichbar schnellem 
Wachstum wie mit Chloridazon und Antipyrin, erwies sich Phenylalanin (Wegst, 1981). Alle 
P. immobile Stämme zeigten beim Transfer von Chloridazon/Antipyrin zu Phenylalanin eine Lag-
Phase von bis zu 2 Wochen, was auf eine „Umstellung des Katabolismus“ hindeutete. 
Anschließend erfolgte ein vergleichbares Wachstum. Eine Ausnahme stellt der Stamm N 
(Nebraska, US) dar, welcher als einziger bereits nach einem Tag die Verwertung zeigte. Mit 
Ausnahme von Glutamat (Verdopplungszeit von 32 h) diente keine weitere der übrigen 
Aminosäuren als C-Quelle (Lingens et al. 1985). Trotz all dieser Einschränkungen im 
Substratspektrum zeigte sich, dass P. immobile über alle im Citratzyklus involvierten Enzyme verfügt 
und damit über die generelle Fähigkeit zum oxidativen Abbau organischer Substrate für die 
Energiegewinnung und zur Bereitstellung von Biosynthesezwischenprodukten.  
 Untersuchungen der ersten drei Enzyme des Upper Pathways von P. immobile Stamm E 
(Geissler, 1979) lieferten Hinweise auf eine mögliche Assoziation der DOs mit der 
Cytoplasmamembran. Dies würde neben dem extrem engen Substratspektrum eine weitere 
Besonderheit für P. immobile darstellen, da bakterielle RHOs überwiegend als zelluläre und damit 
lösliche Enzymkomplexe bekannt sind (Friemann, 2005; Ferraro et al. 2005; Chakraborty et al. 
2012). Eine mögliche Aggregation der Proteine durch den Aufreinigungsprozess während dieser 
Untersuchungen konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden.  
In dem auf Antipyrin gezüchteten P. immobile Stamm E konnten vier Plasmide 
unterschiedlicher Basenlänge (60 kb, 20,25 kb, 18,7 kb und 14,7 kb) isoliert werden (Kreis, 1980; 
Kreis et al. 1981; Poth, 1985). Auch für alle übrigen Stämme konnte mindestens ein Plasmid mit 
zum Teil verschiedenen Längen identifiziert werden. Es zeigte sich, dass die P. immobile Stämme 
über eine große genetische Variabilität und Instabilität verfügen. Unterschiedliche 
Kultivierungsbedingungen und C-Quellen führten zu Insertionen innerhalb einzelner Plasmide und 
teilweise auch zu deren Verlust. Ein Zusammenhang zwischen den Plasmiden und der Fähigkeit 
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von P. immobile Chloridazon oder Antipyrin abzubauen konnte aber nicht gezeigt werden (Poth, 
1985). Shotgun Klonierungen der Plasmide in E. coli Vektoren und anschließende Expression zeigte 
keine Aktivität gegenüber diesen Substraten. Die Klonierungsexperimente zeigten allerdings, dass 
die Plasmide zum Teil identische Sequenzen tragen und Insertions-Sequenzen (IS-Elemente) 
besitzen (Poth, 1985) und bestätigten P. immobile als einen genetisch variablen Organismus. 
1.4.5 Arthrobacter sp.  
Erdbodenproben enthalten mit 5.000-10.000 Spezies pro Gramm eine immense mikrobielle 
Vielfalt. Sie bieten daher eine nahezu unbegrenzte Quelle von potentiell einsetzbaren Enzymen. 
Die mit am häufigsten isolierten Bodenbakterien sind Arten der gram-positiven Gattung 
Arthrobacter. Sie werden vielfach aus ober- und unterirdischen Bodenproben isoliert, aus mit 
Chemikalien und radioaktivem Material kontaminierten Umweltproben und sogar aus arktischem 
Eis (Mongodin et al. 2006). Dies wird auf das vielseitige Substratspektrum dieser Gattung 
zurückgeführt, das sie als C-, N- oder Energiequelle nutzten können sowie dem 
Schutzmechanismus der Gattung gegen Austrocknung, lange Perioden des Nährstoffmangels und 
Widerstandskraft gegen Stressfaktoren (Cacciari & Lippi, 1987). Sie zeigen eine morphologische 
Anpassung an das Nähstoffangebot und äußere Einflüsse, indem sie in frischen Kulturen Stäbchen 
bilden und eine kokkoide Gestalt in älteren oder hungernden Stadien annehmen, welche sobald in 
frisches Medium transferiert, ein Keimstadium bilden und wieder zur Stäbchenform übergehen 
(Jones & Keddie, 2006). Bevor die Sequenzierung der 16S rRNA standardmäßig zur Bestimmung 
eingesetzt wurde, erschwerte diese morphologische Varianz die Klassifizierung neu isolierter Arten 
und führte zum Teil zu deren Fehleinordnungen. Ein weiteres Merkmal dieser Gattung ist die 
Fähigkeit zahlreicher Arthrobacter Arten, eine Vielzahl von xenobiotischen Umweltschadstoffen 
und anderer chemischer Verbindungen abzubauen, darunter Glyphosat und Endothal, Fluoren, 
Methyl-tert-Butylether, 4-Nitrophenol, Phthalat oder Nitroglycerin (Jensen, 1964; Loos et al. 1967; 
Liu et al. 2001; Marshall & White, 2001; Eaton, 2001). Aus derzeit 543 gelisteten MO Stämmen in 
der Biocatalysis/Biodegradation Database der University of Minnesota (http://eawag-
bbd.ethz.ch/) (Gao et al. 2010) ist Arthrobacter mit 22 Einträgen am viert-häufigsten vertreten, hinter 
Pseudomonas (150 Einträge), Rhodococcus (30) und Sphingomonas (24) (Stand 09/2015). 
 Der zweite in dieser Arbeit untersuchte Organismus wurde Ende der 1970er Jahre mit dem 
Substrat Papaverin aus Bodenproben in Hohenheim bei Stuttgart (DE) isoliert (Haase-Aschoff & 
Lingens, 1979). Morphologische und physiologische Untersuchungen identifizierten dieses 
Bodenbakterium als einen Nocardia Stamm. Es war damit eines der ersten isolierten MO, welches 
das komplexere Substrat Papaverin (lat. papaver = Mohn) sowohl als C-, als auch N-Quelle nutzen 
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konnte. Die Fähigkeit dieses Alkaloid abbauen zu können, ließ ein besonderes Enzymspektrum 
inklusive der ring-hydroxylierenden und ring-spaltenden DO vermuten. 
Analysen von Abbaumetaboliten, welche ins Medium abgegeben wurden, führten zur 
Postulierung eines möglichen Abbauschemas (Abbildung 8) (Haase-Aschoff & Lingens, 1979; 
Hauer et al. 1982; Hauer, 1982). Abbaumetabolit 1a zeigt eine Dihydroxylierung am 
Heteroaromaten des Isochinolinteils von Papaverin, unter Beteiligung einer vermuteten DO. Der 
identifizierte Metabolit 2a ließ auf eine Dehydrogenierung schließen und auch ein Metabolit mit 
geöffnetem Ringsystem konnte identifiziert werden (Metabolit 3a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Bei verschiedenen MO und Pilzen wie Aspergillus, Streptomyces oder Cunninghamella konnte 
bereits zuvor ein Abbau durch Demethylierung der periphären Methoxygruppen beobachtet 
werden (Rosazza et al. 1977), jedoch kein Abbau über den Isochinolinteil und Dihydroxylierung 
am Heteroaromaten, was eine enzymatische Besonderheit des Arthrobacter sp. darstellte. 
Untersuchungen zur Enzymspezifität mit strukturähnlichen Verbindungen wie Papaveraldin, 
Veratroin oder 6,7-Dimethoxy-1-methylisochinolin und Isochinolin ließen eine hohe 
 
Abbildung 8. Papaverin Abbauschema des identifizierten Bodenbakteriums (Haase-Aschoff 
& Lingens, 1979; Hauer, 1982). 
Postuliertes Abbauschema von Papaverin mit initialer Dihydroxylierung (Metabolit 1a) durch eine 
vermutete RHO des identifizierten Bodenbakteriums. Isolierte Metaboliten sind nummeriert, 
vermutete Metaboliten stehen in eckigen Klammern [A, B, C, D, E]. 
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Substratspezifität der ring-hydroxylierenden DO für Papaverin vermuten. Allerdings konnte bei 
keinem der getesteten Verbindungen Wachstum beobachtet werden (Haase-Aschoff & Lingens, 
1979; Hauer, 1982). Und wie schon beim P. immobile konnte auch bei diesem Bodenbakterium 
gezeigt werden, dass es über mindestens ein natürliches Plasmid verfügt (Hauer, 1982). Ein 
Zusammenhang zwischen dem Abbau von Papaverin und dem vorhandenen Plasmid konnte 
allerdings auch hier nicht bestätigt werden. 
1.5 Motivation und Zielsetzung 
Die Natur produziert eine nahezu unerschöpfliche Fülle an Wirk- und Naturstoffen. Die 
Produktion dieser und anderer chemischer Bausteine hat sich dabei im Laufe der Evolution an 
jeden Organismus und den jeweiligen Zweck angepasst. Vorwiegend wird dabei allerdings nur der 
eigene Bedarf gedeckt: sei es zum Schutz, zum Angriff, zur Kommunikation oder als Effektor für 
andere Organismen. Die Nutzung dieser Biomoleküle, bspw. als pharmazeutische Wirkstoffe, steht 
zumeist vor einem entscheidenden Problem. Sie werden in winzigsten Mengen produziert, was eine 
wirtschaftliche Gewinnung nur sehr schwer zulässt.  
Mithilfe synthetischer Biologie und Metabolic Engineering kann das natürliche metabolische 
Potential einzelner Mikroorganismen gezielt beeinflusst werden. Durch Methoden der Gentechnik 
und den Einsatz chemisch synthetischer Elemente können die entsprechenden Stoffwechselwege 
gesteuert, miteinander kombiniert oder zu neuen Einheiten verbunden und dadurch auf die 
Produktion einzelner und auch neuer Zellmetaboliten gezielt einwirkt werden (Abbildung 1). Mit 
dem Design neuartiger Stoffwechselwege in Produktionsorganismen ist die gezielte Herstellung von 
Naturstoffen oder Fein- und Grundchemikalien möglich. Auch gänzlich neue Biomoleküle, welche 
in der Natur in dieser Form bisher nicht vorkommen, können auf diesem Wege biotechnologisch 
und nachhaltig hergestellt werden. Dies kann ihre bisherige, häufig kosten- und energieintensive 
konventionelle Synthese ergänzen oder potentiell ersetzen. 
 Mikroorganismen, die die Fähigkeit besitzen, besondere Substrate wie Herbizide und 
aromatische Kohlenwasserstoffe abzubauen, verfügen über entsprechend angepasste Enzyme und 
Stoffwechselwege. Das Auffinden dieser Mikroorganismen und ihr enzymatisches Potential zu 
bestimmen ist der erste Schritt auf dem Weg, dieses für die synthetische Biologie und das Metabolic 
Engineering nutzbar zu machen. Über zwei der in dieser Arbeit untersuchten Mikroorganismen ist 
bekannt, ungewöhnliche aromatische Kohlenwasserstoffe wie das xenobiotische Herbizid 
Chloridazon oder das natürlich vorkommende Papaverin nicht nur abbauen zu können, sondern 
auch als C-Quelle zu nutzen. Ihr metabolisches und enzymatisches Potential ist allerdings noch 
überwiegend unbekannt. Die verantwortlichen Schlüsselenzyme zu identifizieren und verfügbar zu 
machen, ist die Voraussetzung für ihren biotechnologischen Einsatz in Produktionsorganismen. 
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Neben dem angepassten Stoffwechsel stehen solche Organismen aber enbenso vor der 
Herausforderung, für sie fremdartige Substrate ins Zellinnere zu transportieren, um sie dem 
Metabolismus zuzuführen. Ein Aspekt, welcher häufig außer Acht gelassen wird, je nach 
Anwendung allerdings eine kritische Hürde darstellen kann. Daher stellten in der vorliegenden 
Arbeit Untersuchungen zum Transport sowie dem Metabolismus und den darin involvierten 
Schlüsselenzymen nicht-physiologischer Substrate die übergeordneten Aspekte dar.  
 Der Transport eines artfremden Substrates sollte in S. cerevisiae, einem der wichtigsten 
Plattformorganismen, untersucht werden. Hierzu sollte die Xyloseaufnahme der Galactose 
Permease Gal2 gesteigert und ihre natürliche Substratsspezifität hin zu diesem nicht-natürlichen 
Substrat verschoben werden. Als natürliches Substrat wird Glucose um ein vielfaches spezifischer 
und schneller ins Zellinnere transportiert. Durch Protein Engineering sollte im ersten Schritt durch 
error-prone PCR im Bereich zwischen TM6 und TM10 des Gal2 Transporters dessen 
Xyloseaffinität gesteigert werden. Mithilfe eines FACS basierten Screening Assays sollten 
anschließend Gal2 Varianten mit gesteigerter Xyloseaffinität identifiziert werden. Ausgehend von 
der Gal2 Variante mit der höchsten Affinitätssteigerung, sollte im darauffolgenden Schritt durch 
eine erneute Mutationsrunde die Xyloseaufnahme in Gegenwart von Glucose erhöht werden. Die 
so erzeugte Steigerung des Xylosetransports bei gleichzeitig verfügbarer Glucose soll dazu dienen, 
die Substrataufnahme aus Zuckermixturen der Biomasse zu erhöhen und dadurch das verfügbare 
C-Quellenspektrum von S. cerevisiae auf die Xylose zu erweitern. 
 Bei den Schlüsselenzymen zur Verwertung fremdartiger Substrate lag der zweite Fokus 
dieser Arbeit auf der Suche und Identifizierung von RHOs, um sie als potentielle Biokatalysatoren 
zur Herstellung chiraler Diole für die synthetische Biologie verfügbar zu machen. Anfang 1980 
wurden Teile der Abbaupfade der nicht-natürlichen Substrate Chloridazon und Antipyrin in 
P. immobile Stamm E (DSM 1986) sowie von Papaverin in Arthrobacter sp. postuliert. Frühere 
Analysen zeigten die Beteiligung von DOs, jedoch sind nähere Informationen über bspw. ihre Gen- 
oder Proteinsequenz bis heute nicht bekannt. In diesem Teil der Arbeit sollten daher die 
vorgeschlagenen Abbauwege dieser Substrate durch Identifizierung der Schlüsselenzyme im Upper 
und Lower Pathway weiter untersucht und die beteiligten RHOs identifiziert werden. Durch Shotgun 
Sequenzierung und globale Annotierung beider mikrobiellen Genome sollte erstmals ein besserer 
Überblick über die genetische und Protein-Ausstattung von P. immobile Stamm E (DSM 1986) und 
Arthrobacter sp. gewonnen werden. Parallel sollten Proteomanalysen mit beiden Bodenbakterien 
mithilfe Substrat-induzierter, bzw. nicht-induzierter Zellzustände durchgeführt werden, um eine 
erste Eingrenzung jener Enzyme zu erhalten, die am Substratabbau beteiligten sein könnten. 
Ausgehend von den Genomsequenzen, der Annotierung sowie den Ergebnissen der 
Proteomanalyse sollten die Gene der involvierten Schlüsselenzyme beider Pfade identifiziert 
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werden. Schließlich sollten die entsprechenden RHOs und die ring-spaltenden DOs, kloniert und 
heterolog in E. coli exprimiert werden.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien, Nährmedien und Enzyme 
Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Medien 
von Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE) oder Carl Roth GmbH & Co. KG 
(Karlsruhe, DE) bezogen und waren von analytischem Standard oder höher. Sofern nicht anders 
vermerkt, wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme von Thermo Scientific Germany BV 
& Co. KG (Braunschweig, DE) oder New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M., DE) bezogen. 
2.1.2 Herstellung der Nährmedien 
Sofern nicht anders angegeben, wurden sämtliche Nährmedien, Lösungen und Puffer vor der 
Verwendung für mind. 20 min bei mind. 121°C und 2 bar Druck sterilisiert oder bei 
Temperaturempfindlichkeit sterilfiltriert (0,2 µm Porengröße). Zur Herstellung fester Nährböden 
wurde den Medien vor der Sterilisation 20 g/l Agar zugegeben. Sofern Antibiotikum zur Selektion 
benötigt wurde, wurde dies nach der Sterilisation und Abkühlen der Nährlösung auf ca. 50°C 
zugegeben. Bei Flüssigkulturen geschah dies kurz vor der eigentlichen Anzucht. 
 
LB Komplexmedium (für E. coli) SOC Komplexmedium (für E. coli) 
   10 g/l Trypton 
   5 g/l  Hefeextrakt 
   5 g/l  Natriumchlorid 
 
   20 g/l Trypton 
   5 g/l  Hefeextrakt 
   5 g/l  Natriumchlorid 
   0,2 g/l KCl2 
   10 mM MgCl2 
   20 mM Glucose 
 
 
 
YPM Komplexmedium (für S. cerevisiae) 
   10 g/l Hefeextrakt 
   20 g/l Pepton 
   20 g/l Maltose 
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Mineralmedium (für S. cerevisiae) (verändert nach Luttik et al. 2000) 
   6,6 g/l K2SO4 
   3 g/l  KH2PO4 
   0,5 g/l MgSO4 ∙ 7H2O 
   15 mg/l EDTA 
   4,5 mg/l ZnSO4 ∙ 7H2O 
   0,3 mg/l CoCl2 ∙ 6H2O 
   1 mg/l MnCl2 ∙ 4H2O 
   0,3 mg/l CuSO4 ∙ 5H2O 
   4,5 mg/l CaCl2 ∙ 2H2O 
   3 mg/l FeSO4 ∙ 7H2O 
   0,4 mg/l MoNa2O4 ∙ 2H2O 
   1 mg/l H3BO3 
   0,1 mg/l KI 
   0,05 mg/l Biotin  
   1 mg/l Calcium D-Pantothenat 
   1 mg/l Niacin (Nicotinsäure) 
   25 mg/l myo-Inositol 
   1 mg/l Vitamin B1 HCl 
   1 mg/l Vitamin B6 HCl 
   0,2 mg/l p-Aminobenzoesäure 
   2,3 g/l Urea (pH 5,0 mit H3PO4) 
   1-20 g/l Glucose / Maltose / Xylose 
pH 5 mit 1 M Kaliumhydroxid 
  
Medium B (für P. immobile) (Lingens et al. 1985) 
   0,7 g/l Na2HPO4 ∙ 12H2O 
   0,7 g/l (NH4)2HPO4 
   0,3 g/l KH2PO4 
   0,3 g/l (NH4)H2PO4 
   0,25 g/l MgSO4 ∙ 7H2O 
   0,1 g/l (NH4)2SO4 
   0,05 g/l CaCl2 ∙ 6H2O 
   0,5 mg/l H3BO3 
   0,4 mg/l MnSO4 ∙ 4H2O 
   0,4 mg/l ZnSO4 ∙ 7H2O 
   0,2 mg/l FeCl3 ∙ 6H2O 
   0,2 mg/l (NH4)6Mo7O24 ∙ 4H2O 
   0,1 mg/l KI 
   0,04 mg/l CuSO4 ∙ 5H2O 
   0,1 mg/l Biotin 
   0,03 mg/l Vitamin B12 
   1 g/l  Antipyrin / Chloridazon / 
                        Phenylalanin 
Sofern nicht anders angegeben, diente standardmäßig Antipyrin als C-Quelle. 
 
MBR Medium (für Arthrobacter sp.) 
   2,44 g/l Na2HPO4 
   1,52 g/l KH2PO4 
   0,5 g/l (NH4)2SO4 
   0,2 g/l MgSO4 ∙ 7H2O 
   0,05 g/l CaCl2 ∙ 2H2O 
   10 ml/l Spurenelemente SL-4  
pH 6,9 
Spurenelementelösung SL-4 
   0,5 g/l EDTA 
   0,2 g/l FeSO4 ∙ 7H2O 
   100 ml/l Spurenelemente SL-6 
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Spurenelementelösung SL-6 
   0,5 g/l MnCl2 ∙ 4H2O 
   0,3 g/l H3BO3 
   0,2 g/l CoCl2 ∙ 6H2O 
   0,1 g/l ZnSO4 ∙ 7H2O 
   0,03 g/l NaMoO4 ∙ 2H2O 
   0,02 g/l NiCl2 ∙ 6H2O 
   0,01 g/l CuCl2 ∙ 2H2O 
 
2.1.3 Kits, DNA- und Molekulargewichtsmarker 
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG NucleoBond® Xtra Maxi Kit 
Thermo Scientific Germany BV & Co. KG GeneJET Genomic DNA Purification Kit 
Pierce® BCA Protein Assay Kit 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder Plus 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder 
Zymo Research Europe GmbH ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit 
ZymoprepTM Yeast Plasmid Miniprep II 
DNA Clean & ConcentratorTM Kit 
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit 
 
2.1.4 Verwendete Organismenstämme 
2.1.4.1 Escherichia coli Stämme 
E. coli XL-1 blue (Agilent Technologies Deutschland GmbH & Co. KG, Waldbronn, DE) 
Genotyp F´::Tn10 (Tetr) proA+B+ lacIq (lacZ)M15/recA endA1 gyrA96 (Nalr) thi-1 hsdR17 (rK-
mK+)mcrA mcrB1 glnV44 relA1 lac 
 Verwendung  Transformation, Amplifizierung und Isolierung von Plasmid DNA 
 
E. coli C43(DE3) (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA) 
Genotyp F– ompT hsdSB (rB– mB–) gal dcm lon (DE3) 
 Verwendung  Überexpression von Proteinen 
Beschreibung Uncharakterisierte Mutante von E. coli C41(DE3) 
 
 
2. Material und Methoden 
31 
 
E. coli Rossetta(DE3) pRARE (Novagene  Inc., Madison, WI, USA) 
Genotyp F– ompT hsdSB (rB– mB–) gal dcm lacY1 (DE3) pRARE6 (CmR) 
 Verwendung  Überexpression von Proteinen mit 6 in E. coli seltenen Codons 
Beschreibung Derivat von E. coli BL21(DE3) 
 
E. coli Rossetta 2(DE3) pRARE2 (Novagene  Inc., Madison, WI, USA) 
Genotyp F– ompT hsdSB (rB– mB–) gal dcm lacY1 (DE3) pRARE26 (CmR) 
 Verwendung  Überexpression von Proteinen mit 7 in E. coli seltenen Codons 
Beschreibung Derivat von E. coli BL21(DE3) 
 
E. coli JM109(DE3) (Promega GmbH, Mannheim, DE) 
Genotyp endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk–, mk+), relA1, supE44, λ–, Δ(lac-proAB), [F´, 
traD36, proAB, lacIqZΔM15], lDE3 
 Verwendung  Überexpression von Proteinen 
Beschreibung Expression rekombinanter Proteine  
 
2.1.4.2 Saccharomyces cerevisiae Stämme 
S. cerevisiae DS68625 (DSM, Herleen, NL) 
Genotyp Mat a, ura3-52, leu2-112, his3::loxP, gre3::loxP, loxP-Ptpi1::TAL1, loxP-Ptpi1::RKI1, 
loxP-Ptpi1-TKL1, loxP-Ptpi1-RPE1, delta::Padh1-XKS1-Tcyc1-LEU2, delta::URA3-
Ptpi1-xylA-Tcyc1, hxt2::loxP-kanMX-loxP, hxt367::loxP-hphMX-loxP, hxt145::loxP, 
gal2::loxP-nourMX-loxP 
Verwendung Teststamm, Screening der ersten und zweiten Mutantenbibliothek, 
Wachstumsanalysen 
Beschreibung Transporterdeletionsstamm (Δhxt1-7, Δgal2), optimiert für Xylose-
verwertung, optimiert für Ethanolproduktion 
 
S. cerevisiae DS69473 (DSM, Herleen, NL) 
Genotyp Mat a, ura3-52, leu2-112, his3::loxP, gre3::loxP, loxP-Ptpi1::TAL1, loxP-Ptpi1::RKI1, 
loxP-Ptpi1-TKL1, loxP-Ptpi1-RPE1, delta::Padh1-XKS1-Tcyc1-LEU2, delta::URA3-
Ptpi1-xylA-Tcyc1, glk1::lox72, hxk1::loxP-hphMX-loxP, hxk2::lox72, gal1::loxP 
Verwendung Screening der dritten Mutantenbibliothek 
Beschreibung Hexosekinasedeletionsstamm (Δhxk1, Δhxk2, Δgal1, Δglk1) 
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2.1.4.3 Phenylobacterium immobile Stamm E (DSM 1986) 
P. immobile Stamm E (Ecuador, EC) (DSM 1986) (Lingens et al. 1985) 
Genotyp wildtypisch 
Verwendung Genomische Shotgun Sequenzierung, Proteomanalyse 
Beschreibung Mit Chloridazon aus Bodenproben (EC) isoliert  
2.1.4.4 Arthrobacter sp. 
Asrthrobacter sp. (bisher Nocardia sp.) (Haase-Aschoff & Lingens, 1979) 
Genotyp wildtypisch 
Verwendung Genomische Shotgun Sequenzierung, Proteomanalyse 
Beschreibung Mit Papaverin aus Bodenproben (Hohenheim, DE) isoliert. 
 
2.1.5 Bezogene oder in dieser Arbeit konstruierte Plasmide 
Bezeichnung ITB #a  Beschreibung / Verwendung Herkunft 
    
E. coli    
   pT7-7 - Ampr, t7-pro, Klonierungs-, T7-
Expressionsvektor  
Tabor et al. 
1985 
   pT7-7_Pi-DO16-ETC1 1095 pT7-7 Grundplasmid mit kloniertem homolo- 
gen RHO Enyzmkomplex aus P. immobile 
Diese Arbeit 
   pT7-7_Pi-DO30-ETC1 1096 pT7-7 Grundplasmid mit kloniertem homolo- 
gen RHO Enyzmkomplex aus P. immobile 
Diese Arbeit 
   pUC18 - Ampr, lacZ, lac-pro, Klonierungsvektor, Blau-
Weiß Selektion 
Thermo 
Scientific 
Biosciences 
GmbH 
   pRARE - Cmr, t7-pro, Ko-Expressionsvektor kodiert für 
die in E. coli seltenen tRNA Codons AUA, 
AGG, AGA, CUA, CCC, GGA 
Novagene  
Inc. 
   pRARE2 - Cmr, t7-pro, Ko-Expressionsvektor kodiert für 
die in E. coli seltenen tRNA Codons AUA, 
AGG, AGA, CUA, CCC, GGA, CGG 
Novagene  
Inc. 
   pET21b(+) - Ampr, lacI, t7-pro/ter, T7-Expressionsvektor  Merck KGa 
   pET22b(+) - Ampr, lacI, t7-pro/ter, T7-Expressionsvektor Merck KGa 
   pET22b(+)_As-ExDO1 1098 pET22b(+) Grundplasmid mit klonierter 
Extradiol Dioxygenase 1 aus Arthrobacter sp. 
Diese Arbeit 
   pET22b(+)_Pi-ExDO3-4 1100 pET22b(+) Grundplasmid mit klonierter 
Extradiol Dioxygenase 3 und 4 aus P. immobile 
Diese Arbeit 
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   pDTG141-NDO 1009 Ampr, t7-pro, Expression der Naphthalin 
Dioxygenase aus P. putida  
Suen, 1991 
   pDTG141_As-DO1 
      _NDOETC 
1101 pDTG141-NDO Grundplasmid mit klonier-
ter Dioxygenase 1 aus Arthrobacter sp. 
Diese Arbeit 
   pDTG141_As-DO1-2 
      _NDOETC 
1099 pDTG141-NDO Grundplasmid mit klonier-
ter Dioxygenase 1 und 2 aus Arthrobacter sp. 
Diese Arbeit 
   pDTG141_Pi-DO30 
      _NDOETC 
- pDTG141-NDO Grundplasmid mit klonier-
ter Dioxygenase 30 aus P. immobile 
Diese Arbeit 
   pDTG141_Pi-DO30-31 
      _NDOETC 
- pDTG141-NDO Grundplasmid mit klonier-
ter Dioxygenase 30 und 31 aus P. immobile 
Diese Arbeit 
    
    
S. cereviasiae    
   pRS313 - CEN6, ARSH4, HIS3, Ampr, E. coli/ 
S. cerevisiae Shuttle Vektor, Komplementation 
der genomischen his3-Deletion in S. cerevisiae  
Sikorski & 
Hieter, 1989 
   pRS313-Gal2 - CEN6, ARSH4, HIS3, Ampr, E. coli/S. 
cerevisiae Shuttle Vektor, Komplementation der 
genomischen his3-Deletion und Expression 
der Galaktose Permease gal2 
J. G. Nijland, 
Molecular 
Microbiology, 
RUG (NL) 
    
P. immobile    
   pPEX 1094 Mit XbaI in pUC18 kloniertes natürliches 
Plasmid pPE aus P. immobile 
Diese Arbeit 
a: die mit „-“ gekennzeichneten Plasmide/Konstrukte besitzen keine ITB # 
 
Plasmidkarten befinden sich im Anhang, Abbildungen A-1 bis A-7. 
 
2.1.6 Primer und Oligonukleotide 
Alle verwendeten Primer und Oligonukleotide wurden von Metabion International AG 
(Martinsried, DE) bezogen. 
Primer # Verwendung und Sequenz 
 
Mutagenese und Sequenzierung von pRS313-gal2 
1 epPCR Primer BamHI_fw (1. und 2. Mutageneserunde) 
5´ CAGGGATCCTGCCGTCCAGG 3´ 
2 epPCR Primer MunI_rv (1. und 2. Mutageneserunde) 
5´ CTGCAATTGGAAGCAGAGGCC 3´ 
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3 epPCR Primer EagI_fw (3. Mutageneserunde)  
5´ GTACGGCCGTAAAAAGGGTCTTTCG 3´ 
4 QuikChange Primer 1 für gal2_EagI  
5´ GGTGGAGATATGTACGGCCGTAAAAAGGGTC 3´ 
5 QuikChange Primer 2 für gal2_EagI  
5´ ACCCTTTTTACGGCCGTACATATCTCCACC 3´ 
6 QuikChange Primer 1 für gal2_MunI  
5´ GGGTGTATTTGTTCAAATGTTCCAACAATTAACCGGTAAC 3´ 
7 QuikChange Primer 2 für gal2_MunI  
5´ GTTACCGGTTAATTGTTGGAACATTTGAACAAATACACCC 3´ 
8 QuikChange Primer 1 für gal2_T386A  
5´ CTTTAGTTTGTGGGCTGTCGAAAACTTGGG 3´  
9 QuikChange Primer 2 für gal2_T386A  
5´ CCCAAGTTTTCGACAGCCCACAAACTAAAG 3´ 
10 Sequenzier Primer von gal2 in pRS313 fw 
5´ GCTCAACTTGTCTTTTC 3´ 
11 Sequenzier Primer von gal2 in pRS313 rv 
5´ CAAATTAGAGCGTGATC 3´ 
  
Klonierung und Sequenzierung von pDTG141-NDO 
12 QuikChange Primer 1 für BcuI in pDTG141-NDO 
5´ CATTCCATCTTTTTTAGGAACTAGTATGAATTACAATAATAAAAT C 3´ 
13 QuikChange Primer 2 für BcuI in pDTG141-NDO 
5´ GATTTTATTATTGTAATTCATACTAGTTCCTAAAAAAGATGGAAT G 3´ 
14 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO30_BcuI fw 
5´ ATCAACTAGTAATGCTTTACGACACACAGGGCCCATTCCGCACCA 
TGGTCGACG 3´ 
15 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO30 rv 
5´ CCGCGGCGTCGATCTAGATGAGGTCGC 3´ 
16 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO31_BcuI fw 
5´ TAATATACTAGTCCATGGATCCGGAAGCGCCGGACCTGGAAGAA 
TACCTCGGTG 3´ 
17 PCR Primer zur Amplifikation von As-DO1_BcuI fw 
5´ GATCTAACTAGTATGACTGTCTCTGCAACAAAGACCACATCC 3´ 
18 PCR Primer zur Amplifikation von As-DO1_XbaI rv 
5´ GAGATTCTAGATCAGCTGCCCGGCAGGGTTGC 3´ 
19 PCR Primer zur Amplifikation von As-DO2_XbaI rv 
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5´ GAGATTCTAGATCAGGGGACGTCGATGGTGAGG 3´ 
20 Sequenzier Primer für pDTG141-NDO fw 1 
5´ GCCGACGAAATTGTCACTCAC 3´ 
21 Sequenzier Primer für pDTG141-NDO fw 2 
5´ GCGATGGTTGAAGCGTTG 3´ 
22 Sequenzier Primer für pDTG141-NDO rv 
5´ AAGCATTGGTAACTGTCAGACC 3´ 
23 Sequenzier Primer für Pi-DO30 in pDTG141-NDO fw 1 
5´GACACAGAACATCAAAACATATCCAGTCAAGATTGAGAACCTGCG 3´ 
24 Sequenzier Primer für Pi-DO30 in pDTG141-NDO fw 2 
5´CAGAAGAACCTGATCGGCTGCAACTGGAAGCTCGC 3´ 
25 Sequenzier Primer für Pi-DO30-31 in pDTG141-NDO fw 1 
5´CTATCCTCTGCACTTCGGCATGAACGTTGGTGGC 3´ 
  
Klonierung und Sequenzierung des homologen P. immobile Konstrukts in pT7-7 
26 QuikChange Primer 1 zur Entfernung von XbaI in pT7-7 
5´ CAACGGTTTCCCTCTACAAATAATTTTGTTTAAC 3´ 
27 QuikChange Primer 2 zur Entfernung von XbaI in pT7-7 
5´ GTTAAACAAAATTATTTGTAGAGGGAAACCGTTG 3´ 
28 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-ETC1_XbaI 
5´ GAATATCTAGAAGGATATTTGGATGGTAGAGAAGCAGATG 3´ 
29 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-ETC1_PstI 
5´ ATATCTGCAGTTAGCGCTGGCTTTCCGGGAGC 3´ 
30 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO3_BamHI 
5´ GTTGGATCCTAAGGAGAACAACAGGAATGGTTG 3´ 
31 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO3_XbaI 
5´ GAATTCTAGAAGCTTAGAAGAAGTTGCTCAGGTTG 3´ 
32 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO30_NdeI 
5´ CATATAATCATATGCTTTACGACACACAGGGCCCATTCC 3´ 
33 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO30_BamHI 
5´ AATTCCCGGGTTAGATGAGGTCGCCGGCTTTC 3´ 
34 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO16_NdeI 
5´ CATATAATCATATGAAGGAGGATCTGATGCTTTACG 3´ 
35 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-DO16_BamHI 
5´ AATTCCCGGGCTTTCGATATCGGCGAACG 3´ 
36 Sequenzier Primer für Pi-ETC1 in pT7-7 fw 1 
5´ TCGTCTCCTATGACATCC 3´ 
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37 Sequenzier Primer für Pi-ETC1 in pT7-7 fw 2 
5´ TTCGAGGTCGACAGCGTG 3´ 
38 Sequenzier Primer für Pi-DO3 in pT7-7 fw 
5´TTCGTCGCACGAAGACCAG 3´ 
39 Sequenzier Primer für Pi-DO30 in pT7-7 fw 
5´TCTGACGAAGATCGAACGTG 3´ 
40 Sequenzier Primer für pT7-7 rv 
5´ GAGGCACCTATCTCAGCG 3´ 
  
Klonierung und Sequenzierung der extradiol-Dioxygenasen in pET22b(+) 
41 PCR Primer zur Amplifikation von As-ExDO1_NdeI 
5´ CTGATCTACATATGAGCAACCCGTTTACCGGCCCC 3´ 
42 PCR Primer zur Amplifikation von As-ExDO1_XhoI 
5´ GGAGATCTCGAGTTAGACCTGCGCTCCCAGTTTGAAACCC 3´ 
43 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-ExDO3_NdeI 
5´ AGACGCACATATGCTGAAACTGGCCC 3´ 
44 PCR Primer zur Amplifikation von Pi-ExDO4_EcoRI 
5´ GTCATTCCAGAATTCAAGGCCTATTCGG 3´ 
  
Sequenzierung innerhalb der Standardplasmide pUC18, pET21b(+), pET22b(+) 
45 GATC Biotech AG (DE), Standard Primer T7 
5´ TAATACGACTCACTATAGGG 3´ 
46 GATC Biotech AG (DE), Standard Primer pET-RP 
5´ CTAGTTATTGCTCAGCGG 3´ 
  
Identifizierung der mikrobiellen 16S rRNA aus Arthrobacter sp. 
47 16S rRNA Standardprimer 8F (Eden et al. 1991) 
5´ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3´ 
48 16S rRNA Standardprimer 1492R (Jiang et al. 2006) 
5´ CGGTTACCTTGTTACGACTT 3 
Das fett hervorgehobene Adenin in Primer # 48 war in der Sequenz durch Guanin ersetzt, weshalb lediglich 
die Basen davor zum Auffinden der 16S rRNA Sequenz dienten. 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden  
2.2.1 Isolierung von Plasmid DNA aus S. cerevisiae 
Plasmid DNA wurde basierend auf der alkalischen Zelllyse nach Herstellerprotokoll mit dem 
Zymoprep™ Yeast Plasmid Miniprep II (s. 2.1.3) aus S. cerevisiae isoliert. Hierzu wurden 5 ml über-
Nacht (üN) -Kultur einer transformierten Einzelkolonie verwendet. Die Plasmid DNA wurde in 
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50 µl deionisiertem Wasser (dH2O) eluiert und bei -20°C gelagert, bzw. mittels 
Agarosegelelektrophorese analysiert oder weiterverwendet. 
2.2.2 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli und P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
Plasmid DNA wurde basierend auf der alkalischen Zelllyse nach Herstellerprotokoll mit dem 
ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit (s. 2.1.3) isoliert. Für E. coli wurde hierzu die üN-Kultur einer 
transformierten E. coli Einzelkolonie in 3 ml LB Medium mit Ampicillin verwendet. Für P. immobile 
wurde hierzu eine frische 50 ml Flüssigkultur (Medium B mit 0,1 % Antipyrin oder Chloridazon) 
verwendet. Die Plasmid DNA wurde in 50 µl dH2O eluiert und bei -20°C gelagert, bzw. mittels 
Agarosegelelektrophorese analysiert oder weiterverwendet. 
2.2.3 Isolierung genomischer DNA aus P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
Die Isolierung der genomischen DNA aus P. immobile erfolgte mit dem GeneJET Genomic DNA 
Purification Kit (s. 2.1.3) nach Herstellerprotokoll. Als Ausgangszellmaterial diente eine 50 ml 
Flüssiggkultur (Medium B mit 0,1 % Antipyrin). 
2.2.4 Isolierung genomischer DNA aus Arthrobacter sp. 
Die Isolierung der genomischen DNA aus Arthrobacter sp. erfolgte mit dem NucleoBond® Xtra 
Maxi Kit (s. 2.1.3) nach dem Herstellerprotokoll. Als Ausgangszellmaterial diente eine 20 ml 
Flüssiggkultur (MBR Medium mit 1 % Glucose).  
2.2.5 Agarosegelelektrophorese 
Analytische oder präparative Auftrennung von DNA (Fragmenten) wurde mittels 
Agarosegelelektrophorese durchgeführt. Abhängig von der Anzahl der Basenpaare (bp) wurde 0,7-
1,5 % Agarose in 1x TAE Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM Ethylendiamintetracetat (EDTA)) 
durch Aufkochen gelöst. Nach dem Abkühlen auf 45°C wurden das DNA-interkalierende GelRed 
(GeneON GmbH, Ludwigshafen, DE) oder peqGREEN (PEQLAB Biotechnologie GmbH, 
Erlangen, DE) im Volumenverhälnis 1/10.000 zugegeben. Die negative Eigenladung der DNA 
nutzend, erfolgte die DNA-Auftrennung durch Anlegen einer Spannung von 80-110 V, wobei die 
DNA-Moleküle weg von der Anode, hin zur Kathode wandern. Als Laufpuffer diente 1x TAE-
Puffer. Vor dem Auftragen der DNA-Proben wurden diese 1:5 mit 6x DNA-Ladepuffer (Thermo 
Scientific Germany BV & Co. KG, Braunschweig, DE) versetzt. Zum Abschätzen der DNA-
Größe diente ein DNA-Größenstandard (s. 2.1.3). 
2.2.6 Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen 
Um DNA Fragmente aus Agarosegelen zu isolieren, wurde das ZymocleanTM Gel DNA Recovery 
Kit (s. 2.1.3) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die DNA wurde mit 10-15 µl dH2O 
aus den Silicasäulen eluiert. 
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2.2.7 Bestimmung der DNA Konzentration 
Die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit dem Photometer 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific BV & Co. KG, Braunschweig, DE) nach Herstellerangaben.  
2.2.8 Restriktionsverdau mit Restriktionsendonukleasen 
Die in dieser Arbeit eingesetzten Restriktionsendonukleasen wurden gemäß Herstellerangaben 
verwendet. Die Restriktionsreaktionen wurden für mehrere Stunden bis üN durchgeführt. 
Anschließend wurden die Restriktionsansätze direkt mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. 
Für eine nachfolgende Ligation wurden die jeweiligen Reastriktionsansätze gemäß Herstellerangabe 
mit dem DNA Clean & ConcentratorTM Kit (s. 2.1.3) vom Restriktionsenzympuffer gereinigt. Zur 
Elution wurden 10-15 µl dH2O verwendet. 
2.2.9 Ligation von DNA Fragmenten 
Für die Ligation von DNA Fragmenten wurde die T4-DNA Ligase nach Herstellerangaben 
verwendet. Der Standardansatz einer Ligation wurde in 20 µl Gesamtvolumen für 3 h bis üN bei 
10°C durchgeführt. Anschließend wurden E. coli XL-1 blue Zellen mit 4-7 µl des Ligationsansatzes 
transformiert. Um die erfolgreiche Ligation zu überprüfen, wurde die Plasmid DNA wieder isoliert, 
mit einer entsprechenden Restriktionsendonuklease verdaut und mittels analytischer 
Agarosegelelektrophorese überprüft. Sofern erforderlich, wurde die Plasmid DNA sequenziert 
(GATC Biotech AG, Konstanz, DE). 
2.2.10 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR wurde verwendet, um einzelne oder geclusterte Gene für die Klonierungen zu 
amplifizieren. Als Templat diente entweder zuvor isolierte genomische oder Plasmid DNA. Bei der 
Amplifikation von GC-reichen Genen wurde die Q5™, bzw. Q5 Hot Start High-Fidelity DNA 
Polymerase (New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M., DE (NEB)) verwendet. Wenn nicht 
anders angegeben, betrug der Reaktionsansatz 50 µl: 
 
Komponenten Volumen Endkonzentration 
5x Q5 Reaktionspuffer 10 µl 1x  
10 mM dNTP Mix 1 µl 200 µM 
10 µM Primer forward 2,5 µl 0,5 µM 
10 µM Primer reverse 2,5 µl 0,5 µM 
Templat DNA  variabel 
< 100 ng Plasmid DNA 
< 1 µg genom. DNA 
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Q5 Hot Start High-Fidelity 
DNA Polymerase 
0,5 µl 0,02 U/µl 
5x Q5 High GC Enhancer 10 µl 1x 
dH2O auf 50 µl - 
 
Die Amplifizierung wurde entsprechend der Empfehlung von NEB für GC-reiche Gene wie folgt 
durchgeführt: 
 
Schritt/Durchführung Temperatur Dauer 
1. Initiale Denaturierung 98°C 30 sec 
2. Denaturierung 98°C 30 sec 
3. Annealing 60-72°C 30 sec 
4. Elongation 72°C 30 sec/kb 
5. Schritt 2.-4. (30-35 Zyklen)   
6. Finale Elongation 72°C 5 min 
7. Halten 4°C ∞ 
 
2.2.11 Error-prone PCR (epPCR) 
Die gal2-Mutantenbibliotheken wurden mithilfe der ungerichteten Mutagenesemethode epPCR 
erstellt. Hierbei wird die natürliche Fehlerrate der Taq-DNA Polymerase durch Zugabe von MnCl2 
verstärkt. Durch Zugabe des Nukleotids Adenin im Unterschuss kommt es zum gewünschten 
Fehleinbau einzelner Nukleotide Die resultierenden Fehlpaarungen wurden durch erhöhte Zugabe 
von MgCl2 stabilisiert. Der epPCR Reaktionsansatz betrug 50 µl: 
 
Komponenten Volumen Endkonzentration 
10x Taq-Reaktionspuffer 5 µl 1x  
Error-prone dNTP Mix 1 µl 
2 mM (dC/G/TTP) 
0,4 mM (dATP) 
25 mM MgCl2 4 µl 2 mM 
10 µM Primer forward 2,5 µl 0,5 µM 
10 µM Primer reverse 2,5 µl 0,5 µM 
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Templat DNA  1 µl < 100 ng 
0,5 mM MnCl2 7,5 µl 75 nM 
Taq-DNA Polymerase 1,5 µl 5 U/µl 
dH2O auf 50 µl - 
 
Folgendes epPCR Programm wurde ausgeführt: 
 
Schritt/Durchführung Temperatur Dauer 
1. Initiale Denaturierung 95°C 2 min 
2. Denaturierung 95°C 30 sec 
3. Annealing 52°C 1 min 
4. Elongation 72°C 3 min 
5. Schritt 2.-4. (30 Zyklen)   
6. Finale Elongation 72°C 10 min 
7. Halten 4°C ∞ 
 
2.2.12 QuikChange® (ortsgerichtete Mutagenese) 
Gezielte Änderungen in einer Gensequenz wurden durch ortsgerichtete Mutagenese (site-directed 
mutagensesis) durchgeführt. Bei dieser PCR-basierten Methode werden zwei komplementäre, 
entgegengesetzt orientierte Oligonukleotide eingesetzt, welche die gewünschte Mutation tragen. 
Die Methode wurde verwendet, um gezielt Aminosäuren eines Proteins auszutauschen, eine 
Restriktionsschnittstelle oder ein Stopp Codon einzufügen. In einer Standardreaktion mit 50 µl 
Endvolumen wurden eingesetzt: 
 
Komponenten Volumen Endkonzentration 
10x Pfu Ultra II Reaktionspuffer 5 µl 1x  
10 mM dNTP Mix 1 µl 200 µM 
QuikChange Primer 1 2 µl 100 ng/µl 
QuikChange Primer 2 2 µl 100 ng/µl 
Templat DNA 2 µl < 50 ng 
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Pfu Ultra II DNA Polymerase 1 µl 2,5 U/µl 
dH2O auf 50 µl - 
 
Das QuikChange Program war wie folgt: 
 
Schritt/Durchführung Temperatur Dauer 
1. Initiale Denaturierung 95°C 2 min 
2. Denaturierung 95°C 30 sec 
3. Annealing 55°C 1 min 
4. Elongation 72°C 30 sec/kb 
5. Schritt 2.-4. (18 Zyklen)   
6. Finale Elongation 72°C 3 min 
7. Halten 4°C ∞ 
 
Um die Ausbeute der gezielt mutierten DNA Sequenz zu erhöhen, wurde nach Ablauf des 
Programms 1 µl DpnI (10 U/µl) zum Reaktionsansatz zugegeben und dieser für 2-3 h bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurden kompetente E. coli XL1-blue Zellen mit 5-10 µl je QuikChange 
Ansatz transformiert und die eingefügte Mutation durch Sequenzierung überprüft. 
2.2.13 Shotgun Sequenzierung der Genome von P. immobile Stamm E (DSM 1986) und 
Arthrobacter sp. (bisher Nocardia sp.) 
Die Sequenzierung des Arthrobacter sp. und P. immobile Genoms wurde mithilfe der Methode der 
sog. Shotgun Sequenzierung von LGC Genomics® Berlin (DE) durchgeführt. Die extrahierte 
genomische DNA aus den bakteriellen Stämmen und wurde mittels mechanischer Scherkräfte und 
durch Enzymverdau in kurze DNA-Abschnitte fragmentiert, sog. Sequence reads (kurz: Reads) 
bezeichnet werden. Anschließend wurde die de novo Sequenzierung beider Mikroorganismen mittels 
Illumina Mate-Pair Technologie und paired-end-reads von 250 Basenpaaren Länge durchgeführt. Dies 
lieferte Rohdaten von 9,34 Mio. Reads für P. immobile und 9,583 Mio. Reads für Arthrobacter sp. Nach 
der Korrektur von Sequenzierfehlern, N-reicher Reads oder Reads kleiner als 20 Basen mittels CASA 
Illumina und Musket Version 1.0.6, wurden die korrigierten Reads mit einem coverage cut off von 
80 und k-mer Größe von 20 anschließend digital normalisiert (normalize_by_median.py aus der 
'khmer' package Version 0.3). Dies lieferte schließlich die korrigierte Anzahl von 1,846 Mio für P. 
immobile und 2,365 Mio Reads für Arthrobacter sp. 
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Mit der Software Allpaths LG release 47547 wurden diese korrigierten Reads nun aufgrund von 
Überlappungen zu längeren Sequence Contigs und diese wiederum zu noch längeren Scaffolds 
assembliert, welche Lücken (sog. Gaps) und Bereiche von schlechterer Sequenzqualität beinhalten. 
Um eine ausreichend hohe Assemblierqualität zu gewährleisten, wurden daher nur Scaffolds größer 
1.000 Basenpaare weiter verwendet. Der Lückenschluß zwischen zwei Scaffolds und Korrekturen 
wurden mit SOAP GapClosure Version 1.12 und SEQuel Version 1.0.2 durchgeführt. Für die 
Korrekturen dienten die digital normalisierten und Fehler-korrigierten Reads. Alle Reads wurden 
anschließend nochmals mit Bowtie2 Version 2.1.0 gegen die assemblierten Scaffolds verglichen.  
Die Sequenzen der assemblierten Scaffolds beider Mikroorganismen wurden bei der European 
Nukleotide Archive (ENA) Datenbank hinterlegt (Reznicek et al. 2015b; 2015c). Die 
entsprechenden Accession Nummern der einzelnen Scaffolds mit exakter Basenlänge befinden sich 
im Anhang (Tabelle A-1). 
2.2.14 16S rRNA Analyse von Arthrobacter sp. 
Die Analyse der 16S rRNA wurde mit den beiden Standardprimern #47 und #48 (s. 2.1.6) 
durchgeführt. Die erhaltene DNA Sequenz (Anhang, Tabelle A-2) wurde gegen die nicht-
redundante NCBI Datenbank verglichen (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi), sowie gegen die 
EzTaxon-e Datenbank (www.ezbiocloud.net/eztaxon) (Kim et al., 2012). Mithilfe der EzTaxon-e 
Datenbank wurde ein phylogenetischer Stammbaum des als Arthrobacter sp. identifizierten 
Mikroorganismus erstellt (Anhang, Abbildung A-8) (durchgeführt von T. Bakker, Bachelor Thesis). 
2.2.15 Grundlegende Annotierung der Genome von P. immobile Stamm E (DSM 1986) und 
Arthrobacter sp.  
Die grundlegende, globale Annotierung der beiden assemblierten Genome wurde von LGC 
Genomics® Berlin (DE) durchgeführt. Alle weiterführenden Annotationen und Untersuchungen 
erfolgten im Rahmen dieser Arbeit.  
Per Open Reading Frame (ORF) Suche wurde innerhalb der assemblierten Scaffolds nach protein-
kodierenden Bereichen gesucht. Mithilfe des Programms GLIMMER (Delcher et al. 1999) wurden 
diese Bereiche in die entsprechenden Aminosäuresequenzen übersetzt und gegen die nicht-
redundante NCBI Proteindatenbank verglichen. Parallel wurde sich ebenfalls des InterProScans 
bedient, um eine Motif/Domänen-Suche in den Proteindatenbanken Gene3D, SMART, Pfam, 
TIGRFam, SUPERFAMILY, HAMAP, PIRSF und COILS durchzuführen. Eine Blastx-Suche, 
um mögliche Genkluster zu indentifizieren die am Substratabbau beteiligt sein könnten, wurde 
ebenfalls durchgeführt.  
2.2.16 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Bradford Methode mit dem Pierce® 
BCA Protein Assay Kit nach Herstellerangabe (s. 2.1.3). 
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2.2.17 SDS-PAGE Analyse 
Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) Analyse wurde zur 
Überprüfung der Proteinexpression durchgeführt, bzw. diente als Ausgangspunkt der 
Proteomanalyse. Entsprechend des errechneten Molekulargewichts der aufzutrennenden Proteine 
wurden ein 10 %iges Trenngel (7,9 ml dH2O, 5 ml 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 0,2 ml 10 % SDS, 
6,7 ml 30 % Acrylamidlösung, 0,2 ml 10 % Ammoniumperoxidsulfat, 8 µl ml TEMED), bzw. 
12 %iges Trenngel (6,6 ml dH2O, 5 ml 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 0,2 ml 10 % SDS, 8 ml 30 % 
Acrylamidlösung, 0,2 ml 10 % Ammoniumperoxidsulfat, 8 µl ml TEMED) in eine Dual Gel Caster 
SE245 Gießvorrichtung (Hoefer, San Francisco, USA) gegossesn und mit Isopropanol 
überschichtet. Nach der Polymarisation wurde das Isopropanol abgegossen, das Trenngel mit 
einem 5 %igen Sammelgel (6,8 ml dH2O, 1,25 ml 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,1 ml 10 % SDS, 1,7 ml 
30 % Acrylamidlösung, 0,1 ml 10 % Ammoniumperoxidsulfat, 0,01 ml TEMED) überschichtet 
und pro SDS-Gel ein Probenkamm für die Probentaschen eingesetzt. Die polymerisierten SDS-
Gele wurden in eine Hoefer SE250 Elektrophoresekammer eingespannt und mit SDS-Laufpuffer 
(25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1 % SDS) überschichtet. Die SDS-Proben wurden mit 6 x SDS-
Probenpuffer (200 mM Tris (pH 6,8), 600 mM Dithiotreitol (DTT), 30 % Glycerol, 10 % SDS, 
0,04 % Bromphenolblau) im Verhältnis 1:5 gemischt und bei 95°C für 10 min inkubiert. Nach dem 
Beladen der SDS-Gele mit den SDS-Proben wurde eine Stromstärke von 15 mA je SDS-Gel 
angelegt und die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt. 
Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden diente Coomassie Brilliant Blue R250 (2,5 g/l Coomassie 
Brilliant Blue R250, 30 % Methanol, 10 % Essigsäure). Anschließend wurde der SDS-Gel 
Hintergrund mit Entfärbelösung (30 % Methanol, 10 % Essigsäure) wieder entfärbt. 
2.2.18 Proteomanalyse von P. immobile Stamm E (DSM 1986) und Arthrobacter sp. 
Die Analyse und Identifizierung der induzierten, bzw. nicht-induzierten Proteine in P. immobile und 
Arthrobacter sp. erfolgte in der Serviceinheit Massenspektrometrie der Universität Hohenheim 
(Stuttgart, DE).  
Als Ausgangsmaterial diente für P. immobile jeweils 200 ml einer frischen Kultur mit 0,1 % Antipyrin 
als induzierter Zellzustand und mit 0,1 % Phenylalanin als nicht-induzierter Zellzustand. Nach 
Erreichen einer optischen Dichte (OD600) um 0,7 wurden die Kulturen geerntet (9.430 x g, 30 min, 
4°C). Die Zellpellets wurden in 20 ml Tris-HCl (100 mM) Puffer resuspendiert, erneut zentrifugiert 
und das Pellet in 1 ml/0,1 g Pellet in Tris-HCl (100 mM) mit 20 mM DTT und 1 % SDS 
resuspendiert. Die Zellen wurden anschließend mittels Ultraschall (Branson Sonifier 250, Danbury, 
USA) aufgeschlossen: 4 Zyklen à 45 sec. Puls, 30 sec. Pause (output 4, duty cycle: 35 %). Die 
Zellaufschlussproben wurden auf eine 10 %ige SDS-PAGE aufgetragen und die Zellproteine nach 
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. 
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Die Anzucht von Arthrobacter sp. erfolgte im 100 ml Volumen (MBR Medium) mit 0,1 % Papaverin 
als induzierten Zustand und 1 % Glucose als nicht-induzierter Zellzustand. Nach Erreichen einer 
OD600 = ~ 2 erfolgte die Zellernte (9.430 x g, 20 min, 4°C). Das Zellpellet wurde in 10 ml Tris-
HCL (100 mM) Puffer resuspendiert, nochmals pelletiert und erneut in 1 ml/0,1 g Pellet Tris-HCL 
(100 mM) Puffer mit 20 mM DTT resuspendiert. Aufgrund der Beschaffenheit der Zellwand 
grampositiver Bacterien erfolgte der Zellaufschluss mittels French Press (10.000 psi, entspricht 
689,48 bar Druck) in jeweils 5 Durchgängen. Ein Teil des Zellaufschlusses wurde zentrifugiert 
(9.430 x g, 30 min, 4°C) und die löslichen Bestandteile von den Zelltrümmern sowie nicht 
aaufgeschlossenen Zellen getrennt. Anschließend wurden Proben vom Zellaufschluss, dem 
Zellpellet und Zelllysat auf eine 10 %ige SDS-PAGE aufgetragen und die Zellproteine nach ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt.  
Die hergestellten SDS-Gele wurden an der Serviceinheit Massenspektrometrie der Universität 
Hohenheim mit Trypsin behandelt und die trypsinspezifischen Peptidfragemente mittels 
Massenspektrometrie analysiert. Abschließend erfolgte zu Identifizierung der Zellproteine durch 
globalen Vergleich mit der nicht-redundanten Proteindatenbank NCBI. 
2.2.19 HPLC Analysen 
Die Analyse des Zuckerverbrauchs der Gal2 Varianten erfolgte mit einer Agilent HPX-87H Säule 
(300 x 7,8 mm, 9 µm Partikelgröße) (Bio-Rad, München, Deutschland). Als Mobile Phase wurde 5 
mM H2SO4 verwendet, mit einer Flußrate von 0,5 ml/min bei 65°C, 10 µl Injektionsvolumen und 
15,5 min pro Analyselauf. Zur Zuckerdetektion wurde ein Diodenarray Detektor (DAD; 1260 
Infinity Diode Array Detector) (Agilent, Santa Clara, CA, USA) genutzt. Die im Medium 
verbleibende Zuckerkonzentration wurde anhand der integrierten Peakflächen für Xylose und 
Glucose ermittelt. Als Referenz diente ein Xylose-, bzw. Glucosestandard von 0,1-5,5 %. Alle 
HPLC Analysen wurden in unabhängigen Triplikaten durchgeführt. 
2.2.20 LC-MS Analysen der Biotransformationen mit Papaverin  
Die Analyse des Papaverin Abbaus erfolgte mittels Flüssigchromatographie mit gekoppelter 
Massenspektrommetrie LC-MS (Agilent 1260 Infinity Binary LC System mit 6130 Quadrupole MS) 
(Agilent Agilent, Santa Clara, CA, USA). Die Auftrennung der Analyten erfolgte mittels einer 
Eclipse XDB-C8 Säule (2,1 x 150 mm, 3,5 µm Partikelgröße) (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Pro 
Analyselauf von 12 min wurde 1 µl Probe auf die Säule aufgetragen und mit einem Fluss von 0,5 
ml/min aufgetrennt. Als Mobile Phase wurde 5 mM Ammoniumformiat (A) und Methanol (B) im 
Verhältnis 75:25 (A:B) sowie 0,1 % Ameisensäure zur Analyse verwendet. Die UV-Detektion in 
der LC erfolgte bei 250 nm (Papaverin). Die Analyse im MS erfolgte im Scan Modus nach positiver 
und negativer Ionisation (100-500 g/mol). Die LC-MS Analyse wurden in unabhängigen 
Duplikaten durchgeführt. 
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2.2.21 LC-MS Analysen der Biotransformationen mit Antiyprin, Chloridazon 
Die Analyse des Antipyrin, bzw. Chrloidazon Abbaus erfolgte mittels Flüssigchromatographie mit 
gekoppelter Massenspektrommetrie LC-MS (Agilent 1260 Infinity Binary LC System mit 6130 
Quadrupole MS) (Agilent Agilent, Santa Clara, CA, USA). Die Analyse der Biotransformation der 
Hybridkonstrukte pDTG141_Pi-DO30_NDOETC und pDTG141_Pi-DO30-31_NDOETC mit 
Antiyprin, bzw Chloridazon erfolgte mit der Eclipse XDB-C18 Säule (4,8 x 150 mm, 5 µm 
Partikelgröße) (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Als Mobile Phase wurde ein 80:20 (A:B) Gemisch 
aus Acetonitril (A) und dH2O (B) mit 0,1 % Ameisensäure verwendet, mit einer Flussrate von 0,6 
ml/min und 5 µl Injektionsvolumen. Die UV-Detektion in der LC erfolgte bei 254 nm (Antipyrin), 
bzw. 225 nm (Chlordazon). Die Analyse im MS erfolgte im Scan Modus nach positiver und 
negativer Ionisation (150-500 g/mol).  
Die Analyse der Biotransformation der homologen Konstrukte pT7-7_Pi-DO16-ETC1 und pT7-
7_Pi-DO16-ETC1 erfolgte mit der Eclipse XDB-C8 Säule (2,1 x 150 mm, 3,5 µm Partikelgröße) 
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) mit einem mit einem Methanol (A) und dH2O (B) Gemisch im 
Verhältnis von 18:82 (A:B) und 0,1 % Ameisensäure als Mobile Phase. Die Auftrennung der 
Analyten erfolgte in einem 22 min Lauf und wurde in unabhängigen Duplikaten durchgeführt: 
 
Zeit [min] Anteil A:B Zeit [min] Anteil A:B 
0,0 18:82 20,0 18:82 
14,0 18:82 22,0 18:82 
18,0 82:18   
 
2.3 Mikrobiologische Methoden 
2.3.1 Kultivierung und Stammhaltung von E. coli 
Die Kultivierung von E. coli erfolgte standardmäßig in 3-4 ml flüssigem LB Medium bei 37°C und 
180 rpm über Nacht (üN). Sofern notwendig, wurde dem Medium ein Antibiotikum zur Selektion 
zugegeben. Transformierte Zellen wurden auf LB Agarplatten mit dem erforderlichen 
Antibiotikum im Brutschrank bei 37°C üN bebrütet. Das Zellwachstum in Flüssigkulturen wurde 
anhand der OD600 verfolgt. Die kurzfristige Lagerung der Kulturen (Agarplatten und 
Flüssigkulturen) erfolgte bei 4°C. Für längerfristige Stammhaltungen wurden 500 µl einer frischen 
üN-Kultur mit 99 %igem Glycerin versetzt (Endkonzentration 25 %) und bei -80°C gelagert. 
2.3.2 Kultivierung und Stammhaltung von Arthrobacter sp. 
Die Standardkultivierung von Arthrobacter sp. erfolgte in 3-4 ml flüssigem LB Medium bei 30°C und 
180 rpm üN. Unter Selektivbedingungen erfolgte die Kultivierung in 10 ml flüssigem MBR Medium 
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mit entweder 1 % Glucose oder 0,1 % Papaverin als C-Quelle bei 30°C und 180 rpm für bis zu 
drei Tage. Das Zellwachstum wurde anhand der OD600 photometrisch verfolgt. Die kurzfristige 
Lagerung der Kulturen (Agarplatten und Flüssigkulturen) erfolgte bei 4°C. Für längerfristige 
Stammhaltungen wurden 500 µl einer frischen Flüssigkultur mit 99 %igem Glycerin versetzt 
(Endkonzentration 25 %) und bei -80°C gelagert. 
2.3.3 Kultivierung und Stammhaltung von P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
Die Kultivierung von P. immobile erfolgte standardmäßig in 50 ml flüssigem Medium B mit 0,1 % 
Antipyrin bei 30°C und 180 rpm für ca. 7-10 Tage. Das Zellwachstum wurde anhand der OD600 
photometrisch verfolgt. Die kurzfristige Lagerung der Kulturen (Flüssigkulturen oder 
Festmedium) erfolgte bei 4°C. Für längerfristige Stammhaltungen wurden 500 µl einer frischen 
Flüssigkultur mit 99 %igem Glycerin versetzt (Endkonzentration 25 %) und bei -80°C gelagert. 
2.3.4 Kultivierung und Stammhaltung von S. cerevisiae 
Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte in 5-10 ml flüssigem YPM Medium bei 30°C und 180 rpm 
üN für 2 Tage. Transformierte Hefezellen wurden auf YPM Agarplatten im Brutschrank bei 30°C 
für 3 Tage bebrütet. Das Zellwachstum in Flüssigkulturen wurde anhand der OD600 photometrisch 
verfolgt. Kurzfristige Lagerung der Kulturen (Agarplatten und Flüssigkulturen) erfolgte bei 4°C. 
Für längerfristige Stammhaltungen wurden 500 µl einer frischen Flüssigkultur mit 99 %igem 
Glycerin versetzt (Endkonzentration 25 %) und bei -80°C gelagert. 
2.3.5 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen 
Um die E. coli Zellen für die Aufnahme von Fremd-DNA aufnahmefähig zu machen wurde die 
Zellwand mit der Rubidiumchlorid-Methode durchlässig gemacht. 50 ml vorgewärmtes LB-
Medium wurde mit einer frischen üN-Kultur des gewünschten E. coli Stammes inokuliert (1:100) 
und bei 37°C und 180 rpm bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 inkubiert. Nach Erreichen der 
Ziel-OD600 wurden die Zellen auf Eis gekühlt und anschließend geerntet (3220 x g, 10 min, 4°C). 
Das Pellet wurde in 15 ml eiskaltem TFB I Puffer (100 mM RbCl, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCl2, 
30 mM KAc, 15 % Glycerin, pH 5,8 mit Essigsäure, sterilfiltriert (0,2 µm)) resuspendiert. Nach 
einer 90-minütigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut abzentrifugiert (3220 x g, 10 min, 
4°C) und das Pellet in 2 ml eiskaltem TFB II Puffer (10 mM MOPS pH 7,5, 75 mM CaCl2, 10 mM 
RbCl, 15 % Glycerin, pH 6,5 mit KOH, sterilfiltriert (0,2 µm)) resuspendiert. Nach einer erneuten 
Inkubation auf Eis für 15 min wurden die Zellen zu 100 µl aliquotiert und sofort in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten Zellen fand bei -80°C statt. 
2.3.6 Hitzeschocktransformation von E. coli Zellen 
Zuvor chemisch kompetent gemachte E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Zu 50-100 µl Zellen 
wurde 0,5-3 µl Plasmid DNA (> 1 µg), bzw. 5-10 µl eines Ligationsansatzes gegeben und beides 
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für 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation fand anschließend für 90 sec bei 42°C statt, mit 
erneuter 2-minütiger Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 0,5 ml auf 37°C vorgewärmtes LB-
Medium zu jedem Transformationsansatz, wurden die Zellen für 30-90 min bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden die Transformationsansätze in verschiedenen Verdünnungen auf LB 
Agarplatten mit dem entsprechend erforderlichen Antibiotikum ausplattiert und bei 37°C üN 
bebrütet. 
2.3.7 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen 
DNA Fragmente von > ~8 kb Größe wurden mittels Elektroporation in E. coli C43(DE3) Zellen 
eingebracht. 50 ml vorgewärmtes LB Medium wurde mit einer frischen üN-Kultur des 
gewünschten E. coli Stammes inokuliert (1:100) und bei 37°C und 180 rpm bis zum Erreichen einer 
OD600 von 0,5 inkubiert. Anschließend erfolgte die Zellernte (3220 x g, 10 min, 4°C) und das 
Zellpellet in 50 ml eiskaltem dH2O resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet 
in 25 ml eiskaltem dH2O resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Das Pellet wurde in eiskaltem 
Glycerol (10 %) resuspendiert und abzentrifugiert (7.200 x g, 10 min, 4°C). Der Überstand wurde 
vorsichtig abgenommen und das Pellet in 600 µl eiskaltem Glycerol (10 %) behutsam resuspendiert. 
Die resuspendierten Zellen wurden aliquotiert (100 µl) und entweder in flüssigem N2 
schockgefroren und bei -80°C gelagert oder auf Eis unmittelbar für die Elektroporation eigesetzt. 
2.3.8 Elektroporation von E. coli Zellen 
Kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Je Transformationsansatz wurden 50 µl Zellen 
eingesetzt. 2-3 µl der zu transformierende DNA (> 1 µg) wurde zu den Zellen gegeben und für 
60 sec auf Eis inkubiert. Die Zellen mit der DNA wurden in sterile, kalte Elektroporationsküvetten 
(Gene Pulser® Küvetten, Biorad Laboratories GmbH, München, DE) gegeben, diese von außen 
von Kondenswasser befreit und in den Gene Pulser™ Elektroporator (Biorad Laboratories 
GmbH, München, DE) gesetzt. Die Transformation erfolgte durch 4 sec dauernde Elektroporation 
(25 µF Kapazität, 2,5 kV, 200 Ω). Sofort nach der Elektroporation wurde 1 ml SOC Medium zu 
den Zellen in die Elektroporationsküvette gegeben und die Zellsuspension mit einer Pasteurpipette 
behutsam in Reagenzgläser überführt. Die transformierten Zellen wurden für 1-2 h im 
Schüttelinkubator bei 37°C, 180 rpm inkubiert, anschließend zu jew. 200 µl auf LB Agar mit dem 
entsprechend erforderlichen Antibiotikum ausplattiert und bei 37°C üN bebrütet. 
2.3.9 Transformation von S. cerevisiae Zellen 
Für die Aufnahme von fremder DNA in S. cerevisiae wurde die Litiumacetat (LiAc)-Methode mit 
einzelsträngiger Carrier-DNA verwendet (abgeändert nach Itao et al. 2000). 50 ml 2x YPM Medium 
wurden mit einer frischen üN-Kultur auf eine Start-OD600 von 0,5 inokuliert und bei 30°C und 
180 rpm inkubiert. Nach Erreichen einer OD600 von 2-2,5 wurde die Hefekultur geerntet (3220 x g, 
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5 min) und das Pellet zweimal mit 25 ml sterilem dH2O gewaschen. Nach dem zweiten 
Waschschritt wurde das Pellet in 1 ml sterilem dH2O aufgenommen, erneut pelletiert (13.600 x g, 
30 sec) und das Pellet wieder in 1 ml sterilem dH2O aufgenommen. Pro Transformationsansatz 
wurden 100 µl der Zellen verwendet. Nach erneuter Zentrifugation (13.600 x g, 30 sec) wurden 360 
µl Transformationsmix (240 µl PEG 335 (50 %), 36 µl LiAc (1M), 20 µl einzelsträngige DNA 
isoliert aus Lachssperma (2 mg/ml), 5-10 µl Plasmid DNA (> 5 µg) in sterilem dH2O) zum Pellet 
gegeben und dieses darin resuspendiert. Die Transformation fand bei 42°C für 40 min statt. 
Anschließend wurden die transformierten Hefezellen abzentrifugiert (13.600 x g, 30 sec), der 
Überstand verworfen und die Zellen in 1 ml sterilem dH2O aufgenommen. Diese wurden zu jew. 
100 µl Aliquots auf Agarplatten mit Mineralmedium und 2 % Maltose ausplattiert und für mind. 3 
Tage bei 30°C bebrütet. 
2.3.10 Screening Assay der Gal2 Mutantenbibliothek, BD FACS DivaTM 
Zum Screening der ersten und zweiten Mutantenbibliothek wurde der S. cerevisiae Teststamm 
DS68625 direkt mit diesen transformiert (> 5 µg mutierter DNA) und in 100 µl Aliquots auf 
Agarplatten mit Mineralmedium und 2 % Xylose ausplattiert. Für das Screening der dritten 
Mutantenbibliothek wurde der S. cerevisiae Teststamm DS69473 verwendet und nach der 
Transformation auf Agarplatten mit Mineralmedium und 3 % Xylose ausplattiert. Nach 3 Tagen 
Inkubation bei 30°C wurden die Agarplatten mit 4-5 ml Mineralmedium ohne Kohlenstoffquelle 
für 4 min geschwemmt. Die Zellsuspension einzelner Platten wurde vereinigt, 1 % Xylose 
(Endkonzentration) zugegeben und im Schüttelkolben üN inkubiert (30°C, 180 rpm). Die üN-
Kultur wurde sanft abzentrifugiert (3.150 x g, 5 min) und die Zellen in frischem Mineralmedium 
mit 1 % Xylose resuspendiert. 
Die Hefekulturen mit den jeweiligen Mutantenbibliotheken wurden mittels Durchflusszytometrie 
mit angeschlossener Zellsortiereinheit (BD FACS DivaTM, BD Bioscience, San Jose, CA, USA) 
analysiert (Reznicek, 2011). Die entsprechende Zellsuspension wurde hierzu in einen 
Flüssigkeitshüllstrom injiziert, welcher mittels eines Gasstroms eine höhere Beschleunigung erfährt 
als die injizierte Zellsuspension. Durch diese hydrodynamische Fokussierung wird ein dünner 
Flüssigkeitsstrom erzeugt, in welchem die einzelnen Hefezellen der Zellsuspension ähnlich einer 
Perlenkette aufgereiht werden. Dies erlaubt eine Zählung sowie Analyse von physikalischen oder 
molekularen Eigenschaften einer Zellpopulation auf Einzelzellebene. Die Hefezellen passieren eine 
orthogoanl zur Fließrichtung ausgerichtete Lichtquelle (Laser). Das vorwärts gestreute Licht 
(forward-scattered, FSC) liefert Informationen über Zellgröße, wohingegen das seitwärts gestreute 
Licht (side-scattered, SSC) Informationen über weitere Eigenschaften wie bspw. Granularität 
liefert. Maßgeblich für die Analyse und Isolierung der Mutantenbibliothek war hierbei das 
Vorwärtsstreulicht, da sich die knospenden, bzw. teilenden Hefezellen von den nicht-teilenden in 
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der größeren Zellpoberfläche unterscheiden. In der Sortiereinheit des FACS Diva wird der 
Flüssigkeitsstrom unmittelbar nach der Zellanalyse in einzelne Tröpfchen unterbrochen, welche 
(statistisch) eine einzelne Hefezelle umgeben. Unmittelbar vor dem Tropfenabrisspunkt erhalten 
die einzelnen Tröpfchen eine elektrische Ladung und werden in einem durch zwei Metallplatten 
erzeugten elektrischen Feld entsprechend ihrer Ladungsstärke ebgelenkt. 
Ausschließlich knospende Hefezellen (Zellen mit der größten Zelloberfläche) aus der 
Zellsuspension aussortiert und in einem Raster von 10 x 10 Zellen auf neuen Agarplatten mit exakt 
25 ml Mineralmedium und 0,1 % Xylose (in Screeningrunde eins und zwei), bzw. exakt 35 ml 
Mineralmedium und 2 % Xylose mit 10 % Glucose (in Screeningrunde drei) als Kohlenstoffquelle 
abgelegt. Dies erlaubte einen vergleichbaren Selektionsdruck für jede der abgelegten Hefezellen. 
Die Agarplatten wurden daraufhin bei 30°C inkubiert und regelmäßig auf Koloniebildung 
überprüft. Basierend auf der Koloniegröße wurden die am schnellsten wachsenden Kolonien 
gepickt und auf frische Agarplatten mit Mineralmedium mit 0,1 % Xylose, bzw. 2 % Xylose mit 
10 % Glucose überführt. Erneut basierend auf dem schnellsten Wachstum wurden die größten 
Kolonien in flüssiges Mineralmedium überführt und das Wachstum bei verschiedenen 
Zuckerkonzentrationen analysiert. 
2.3.11 Wachstumsanalyse von S. cerevisiae Gal2 Varianten 
Um eine Adaptierung des S. cerevisiae Teststammes DS68625 an die Untersuchungsbedingungen zu 
verhindern, wurde dieser vor jeder Wachstumsanalyse frisch mit den zu unterschuchenden Gal2 
Kandidaten/Varianten transformiert. Die ausgewählten Die Transformanten wurden in 10 ml 
flüssigem Mineralmdedium mit 2 % Maltose überführt und üN inkubiert (30°C, 180 rpm). Die 
Vorkulturen wurden in 50 ml Mineralmdedium mit verschiedene Xylose-, bzw. Xylose/Glucose-
Konzentrationen überführt und eine Start-OD600 von 0,1 eingestellt.  
Durch Zugabe von 0,05 % Matose (bei Versuchen mit 0,45 % und mehr Xylose), bzw. 0,005 % 
Maltose (bei Versuchen mit 0,1 % Xylose) wurde die für S. cerevisiae charakteristisch lange Lag-
Phase mit Xylose als C-Quelle von 2-3 Tagen auf wenige Stunden verkürzt. Das Zellwachstum der 
Kulturen wurde durch Bestimmung der OD600 verfolgt. In den Versuchen, in welchen die 
Zuckerverwertung analysiert wurde, wurden zusätzlich Proben (1 ml) entnommen, diese 
abzentrifugiert (14.100 x g, 15 min), der Überstand filtriert (0,45 µm Porengröße) und die 
Zuckerkonzentration mittels Flüssigchromatographie (HPLC) analysiert. Durch die abnehmende 
Zuckerkonzentration im Medium wurden Rückschlüsse auf eine optimierte Xylose Aufnahme 
getroffen. 
2.3.12 Proteinexpression klonierter RHOs  
Nach frischer Transformation chemisch, bzw. elektrisch kompetenter E. coli Zellen (Rosetta(DE3) 
pRARE, bzw. JM109(DE3) pRARE2) mit der entsprechenden Plasmid DNA wurde die 
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anschließende Proteinexpression in 200-400 ml Volumen in LB und dem erforderlichen 
Antibiotikum durchgeführt. Bei 37°C und 180 rpm inkubiert, wurden die Kulturen nach Erreichen 
einer OD600 von 0,5-0,8 auf 30°C, bzw. 10°C heruntergekühlt, die Proteinexpression mit 0,2 mM 
Isopropyl-β-D-thiodalaktopyranosid (IPTG) induziert und für 2 h bis üN weitergeschüttelt. 
Anschließend wurden die Zellkulturen durch Zentrifugation geerntet (9.430 x g, 24 min, 4°C, 
Beckmann Coulter® Rotor JA-10), das Zellpellet zu jew. 0,2 g/ml Feuchtgewicht in 
Kaliumphosphatpuffer (KPi, 100 mM, pH 7,2) resuspendiert und direkt in die Biotransformation 
eingesetzt. Die Überprüfung der Proteinexpression erfolge mittels SDS-PAGE Analyse. Hierzu 
wurden vor der Induktion und vor der Zellernte jeweils 15 ml Zellkultur entnommen und 
abzentrifugiert (7.958 x g, 20 min, 4°C). Die Zellen wurde mittels Ultraschall (4 Zyklen: 45 sec. 
Puls, 30 sec. Pause) aufgeschlossen und erneut abzentrifugiert. Das Zelllysat und das Zellpellet 
wurde getrennt auf eine SDS-PAGE aufgetragen und die Zellproteine entsprechend ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt. 
2.3.13 Biotransformation exprimierter RHOs  
Die Analyse der Rieske-Typ Dioxygenasen (RHOs) wurden mit Resting Cells in Ganzzell-
Biotransformationen durchgeführt. Sofern nicht anders angegeben, erfolgten sie standardmäßig im 
1 ml Volumen in 1,5 ml oder 2,0 ml Reaktionsgefäßen. Im Falle der As-DO1, bzw. As-DO1-2 
wurde den E. coli Zellen 1 mM Papaverin (gelöst in absol. Ethanol), 20 mM Glucoselösung zur 
Kofaktorregenerierung zugegeben und die Reaktion bei 28°C unter leichtem Schütteln im 
Thermomixer™ (Eppendorf AG, Hamburg, DE) durchgeführt. Die Kontrollexperimente 
enthielten KPi (100 mM, pH 7,2) anstelle der Zellsuspension. Die Probenentnahme erfolgte in 
regelmäßigen Zeitschritten durch Zentrifugieren der entsprechenden Ansätze (14.100 x g, 10 min). 
Der Überstand wurde abgenommen, filtriert (0,45 µm) und in LC-Probenröhrchen überführt. Die 
Analyse der Reaktionen erfolge mittels LC-MS. 
Im Falle der Pi-DO30, bzw. Pi-DO30-31 wurde den E. coli Zellen 20 mM Antipyrin oder 5 mM 
Chloridazon (gelöst in absolutem Ethanol) und 20 mM Glucoselösung zur Kofaktorregenerierung 
zugegeben und die Reaktion bei 30°C unter leichtem Schütteln im Thermomixer™ (Eppendorf 
AG, Hamburg, DE) durchgeführt. Die Kontrollexperimente enthielten wieder zellfreies KPi (100 
mM, pH 7,2). Die Probenentnahme erfolgte in regelmäßigen Zeitschritten durch Zentrifugieren 
der entsprechenden Ansätze (14.100 x g, 10 min). Der Überstand wurde abgenommen, filtriert 
(0,45 µm) und in LC- Probenröhrchen (Wicom Germany GmbH, Heppenheim, DE) überführt. 
Die Analyse der Reaktionen erfolge mittels LC-MS. 
Im Falle der Biotransformation mit Pi-DO16 betrug das Reaktionsvolumen 2 ml in sterilen 
Reagenzgläsern mit 15 mM Antipyrin und 20 mM Glucoselösung zur Kofaktorregenerierung. Die 
Biotransformationen wurden bei 30°C im Schüttelinkubator (180 rpm, schräg schüttelnd) 
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durchgeführt. Die Kontrollexperimente enthielten wieder zellfreies KPi (100 mM, pH 7,2). Die 
Probenentnahme erfolgte in regelmäßigen Zeitschritten durch Zentrifugieren der entsprechenden 
Ansätze (14.100 x g, 10 min). Der Überstand wurde abgenommen, filtriert (0,45 µm) und in LC- 
Probenröhrchen überführt. Die Analyse der Reaktionen erfolge mittels LC-MS. 
2.3.14 Proteinexpression und Biotransformation klonierter Extradiol Dioxygenasen 
Mit der entsprechenden Plasmid DNA transformiert, wurde die Expression in E. coli Rosetta(DE3) 
pRARE Zellen in 100 ml LB Medium (100 µg/ml Ampicillin, 30 µg/ml Chloramphenicol) 
durchgeführt. Ab einer Start OD600 von 0,1 wurden die Zellkulturen bei 37°C und 180 rpm 
inkubiert. Nach Erreichen einer OD600 um 0,7 wurden die Kulturen auf 30°C abgekühlt und die 
Proteinexpression durch Zugabe von 0,2 M IPTG induziert. Nach 3 h Proteinexpression bei 30°C, 
180 rpm wurden die Zellen geerntet (7.958 x g, 4°C, 45 min) und in KPi (50 mM, pH 7,5) 
resuspendiert (2 ml/g Feuchtgewicht Zellen). Nach dem Zellaufschluss mittels Ultraschall (45 sec 
Puls, 30 sec Pause, 4 Zyklen) wurde das Zelllysat durch Zentrifugation (9.344  x g, 4°C, 45 min) 
von den Zelltrümmern und nicht aufgeschlossenen Zellen getrennt und das Zelllysat in die 
Biotransformation eingesetzt. Das Reaktionsvolumen betrug 1 ml in einer Quarzküvette. Zum 
Zelllysat wurde 1 mM 3,4-Dihydroxyphenylacetat, bzw. 1 mM 4-Methylcatechol (jew. in KPi, 50 
mM, pH 7,5 gelöst) zugegeben und die Reaktion durch Messung der Absorption bei 380 nm 
verfolgt. 
2.3.15 Blau-Weiß Selektion zur Amplifizierung der Plasmid DNA aus P. immobile Stamm 
E (DSM 1986) 
Die Blau-Weiß Selektion wurde dazu benutzt, um die identifizierte natürliche Plasmid DNA aus 
P. immobile (pPE) mit einem E. coli Selektionsmarker (bla) zu kombinieren und somit selektiv 
amplifizieren und anschließend sequenzieren zu können. Als E. coli Grundplasmid diente pUC18. 
Beide Plasmide wurden mit XbaI geschnitten und pUC18 anschließend dephosphoryliert. Die 
linearisierten Plasmide wurden daraufhin im Verhältnis 1:5 (pUC18:pPE) ligiert. 
Elektrokompetente E. coli C43 (DE3) Zellen wurden mit den Ligationsansätzen transformiert und 
auf LB Agarplatten mit 0,5 mM IPTG, 80 µg/ml X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galaktosid) 
und 100 µg/ml Ampicillin ausplattiert. Die XbaI Schnittstelle befindet sich in pUC18 innerhalb der 
multiple cloning site (MCS) im lacZ Gen, welches für die β-Galaktosidase kodiert und einen Teil 
des lac-Operons bildet. Durch die IPTG-induzierte Expression der β-Galactosidase wird das X-
Gal gespalten, was zur Bildung eines blauen Indigofarbstoffs führt. Die erfolgreiche Klonierung 
der Fremd-DNA in die MCS unterbricht das Leseraster des lacZ Gens, wodurch die β-
Galaktosidase nicht mehr gebildet werden kann und es folglich zu keiner Spaltung von X-Gal 
kommt. Die LB Agarplatten mit den Transformanten wurden bei 37°C üN bebrütet und zeigten 
eine erfolgreiche Klonierung durch Bildung weißer (farbloser) Kolonien. Zur Überprüfung wurde 
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eine Auswahl weißer Kolonien gepickt und die Plasmid DNA erneut isoliert. Nach XbaI Verdau 
wurden die DNA Fragmente entsprechend ihrer Größe anhand einer analytischen Agarose-
Gelelektrophorese (0,7 %) aufgetrennt. Von den analysierten Kandidaten wurden drei ausgewählt 
und die Fremd DNA ansequenziert (s. 2.1.6, Primer #45 und #46). Die vollständige Sequenzierung 
des klonierten Fragmentes erfolgte daraufhin mittels Primerwalking (GATC Biotech AG, 
Konstanz, DE).  
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3. Ergebnisse  
3.1. S. cerevisiae Teststamm DS68625 und der Xylose Metabolismus 
Der Transport von Zuckermolekülen über die Zellmembran ins Zellinnere stellt einen ersten 
essentiellen Schritt im Stoffwechsel eines Organismus dar. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten 
S. cerevisiae Stamm DS68625 wurden mittels in vivo Metabolic Engineering die Transportergene hxt1-7 
und gal2 deletiert (Nijland et al. 2014). Durch diese Deletion wurde die Aufnahme von Glucose und 
Xylose unterbunden. Im Hinblick auf die Verwertung von Xylose wurde dem Stamm zudem durch 
Expression der Xyloseisomerase aus Piromyces sp. E2, der Xylosereduktase aus Pichia stipitis und 
Xylitoldehydrogenase aus Pachysolen tannophilus die Fähigkeit verliehen, Xylose zur 
Energiegewinnung zu metabolisieren. Mit diesem genetischen Hintergrund diente dieser 
Transporterdeletionsstamm DS68625 als Teststamm für alle Untersuchungen und Experimente 
mit Gal2 (mit Ausnahme des Screenings der dritten Mutantenbibliothek) und wurde vom 
Kooperationspartner DSM N.V. (NL) zur Verfügung gestellt. 
 
3.2 Etablierung eines Screening Assays  
Die Affinität von Gal2 gegenüber Glucose ist um ein Vielfaches höher als gegenüber Xylose in 
S. cerevisiae. Ein wesentlicher Grund hierfür ist der unspezifische Transport von Xylose über die 
Membran ins Zellinnere. Für die Steigerung der Transportraten dieser Pentose sollte daher 
zunächst mithilfe gerichteter Evolution und Erstellen einer Mutantenbibliothek die Xyloseaffinität 
der Gal2 Permease gesteigert werden.  
Eine geeignete und effiziente Selektionsmethode, um die gewünschten Varianten aus einer 
Mutantenbibliothek zu identifizieren, ist hierbei ein essentieller Schritt. Daher wurde zunächst ein 
Screening Assay für Agarplatten mit selektivem Mineralmedium entwickelt (Reznicek, 2011), um 
Gal2 Varianten mit gesteigerter Xyloseaffinität selektieren zu können. 
Hochaffine Transportproteine zeichnen sich dadurch aus, dass sie das Substrat spezifisch 
auch in geringen Konzentrationen transportieren. Aus diesem Grund sollte zunächst untersucht 
werden, bei welcher Xylosekonzentration S. cerevisiae Zellen auf Agarplatten mit Mineralmedium 
noch Wachstum zeigen. Hierzu wurde der Transporterdeletionsstamm DS68625 mit dem 
Shuttlevektor pRS313-Gal2, welcher das Gen für das wildtypische Gal2 Transportprotein trägt, 
transformiert und auf Agarplatten mit Mineralmedium und zunächst 2 % Xylose inkubiert (30°C). 
Dies diente dazu, den Xylosestoffwechsel der Hefezellen zu induzieren. Nach dreitägiger 
Inkubation wurden die Agarplatten mit 10 ml Mineralmedium geschwemmt und die 
Zellsuspension nach Zugabe von 1 % Xylose nochmals über Nacht inkubiert (100 ml 
Erlenmeyerkolben, 30°C, 180 rpm). Anschließend wurde die Hefekultur zweimal mit 
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Mineralmedium ohne C-Quelle gewaschen (3.220 x g, 15 min) und mittels Durchflusszytometer 
(BD FACS DiVa™) analysiert. Für die Wachstumsanalyse wurden ausschließlich jene Hefezellen 
ausgewählt, die sich im Zellstadium der Knospung befanden. Jeweils 100 dieser knospenden 
Hefezellen wurden pro Agarplatte mit exakt 25 ml Mineralmedium und 2 %, 1 % oder 0,1 % Xylose 
als einziger C-Quelle in einem Raster von 10 x 10 Zellen abgelegt (Abbildung 9). 
 
 
 
 
Durch die Auswahl der knospenden Zellen wurden zwei wesentliche Aspekte 
berücksichtigt: Zum einen zeigten die S. cerevisiae Zellen durch die Knospung ihre Fähigkeit an zu 
wachsen und damit Xylose zu transportieren. Zum anderen wurde durch diese Auswahl 
sichergestellt, dass sich alle Zellen im selben Wachstumsstadium befinden. Durch das definierte 
Ablegen auf den spezifischen Agarplatten wurde ebenfalls sichergestellt, dass alle Zellen 
vergleichbaren Wachstumsbedingungen und damit demselben Selektionsdruck ausgesetzt sind. Die 
Agarplatten mit den abgelegten Hefezellen wurden anschließend inkubiert (30°C) und täglich auf 
Koloniebildung hin beobachtet, um jene Xylosekonzentration (2 %, 1 %, 0,1 %) zu identifizieren, 
bei welcher noch eindeutiges, sichtbares Wachstum beobachtet werden kann. Nach drei Tagen 
Inkubation zeigten sich bei allen drei Xylosekonzentrationen Kolonien. Die größten waren 
erwartungsgemäß bei 2 % Xylose zu erkennen, jedoch konnten auch auf der Platte mit 0,1 % 
Xylose eindeutige Kolonien identifiziert werden. Um die Xyloseaffinität der Gal2 Permease zu 
steigern, wurde daher diese geringe Konzentration von 0,1 % ausgewählt, um Gal2 Varianten aus 
einer Mutantenbibliothek zu identifizieren. Als Kriterium galt eine, im Vergleich zu den 
umgebenden Kolonien raschere, durch Mutation hervorgerufene Koloniebildung (Abbildung 9). 
 
Abbildung 9. Screening-Agarplatte.  
Screening-Agarplatte mit S. cerevisiae DS68625 und 25 ml 
Mineralmedium mit 0,1 % Xylose nach drei Tagen 
Inkubation bei 30°C. Je Agarplatte wurden 100 knospende 
Hefezellen (10 x 10) abgelegt. Größere Kolonien zeigen 
rascheres Wachstum durch gesteigerte Xyloseaufnahme. 
Die leeren Flächen im Raster weisen auf eine schlechtere 
Xyloseaufnahme hin und dem daraus resultierenden 
langsameren, bzw. keinem Wachstum. 
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3.3 Ungerichtete Mutagenese der S. cerevisiae Galactose Permease Gal2 und Erstellung 
von Mutantenbibliotheken 
Wie in der Einleitung (1.3.1) erläutert, zeichneten vor allem drei Eigenschaften die Galactose 
Permease Gal2 aus S. cerevisiae als einen vielversprechenden Kandidaten für die Untersuchungen in 
dieser Arbeit aus: 
 die Fähigkeit neben Galactose auch Glucose zu transportieren 
 Glucose mit hoher Affinität zu transportieren 
 als einziges Transportprotein Arabinose zu transportieren 
Einige Untersuchungen von Kasahara und Kollegen (Kasahara und Maeda, 1998; Kasahara & 
Kasahara, 2000a; 2000b; 2003; 2010; Kasahara et al. 2004; 2011) an verschiedenen 
Hexosetransportern (Hxt) konnten bestimmmte Bereiche und Aminosäurepositionen innerhalb 
der Transportproteine identifizieren und manchen auch eine Funktion beim Glucosetransport 
zuordnen. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie der sieben Hexosetransporter (Hxt1-7) mit 
Gal2 von 64-71 % (Saccharomyces Genome Database), wurde in dieser Arbeit vermutet, dass 
ebenso in Gal2 die transportrelevanten Aminosäuren in diesen Bereichen zu finden sein könnten.  
Für die Erstellung einer Mutantenbibliothek wurde daher ein 185 Aminosäuren langer 
Bereich im gal2-Gen ausgewählt. Dieser umfasst einen Teil des großen zytoplasmatischen Loops 
zwischen den Transmembranbereichen (TM) 6 und 7, bis zur TM10 und dem anschließenden Loop 
des Transportproteins bis TM11 (Abbildung 10). Dieser Abschnitt wird von den 
Restriktionsschnittstellen für BamHI und MunI flankiert, welche benutzt wurden, um ihn aus dem 
pRS313-Gal2 mit der wildtypischen Galactose Permease herauszuschneiden. Als 
Mutagenesemethode wurde das Verfahren der error-prone PCR (epPCR) angewendet (Material, 
2.2.11). Die hier eingesetzten PCR Primer (Material, 2.1.6) wurden so konstruiert, dass die 
Restriktionsschnittstellen vor ungewollten Mutationen geschützt blieben. Die Mutationsparameter 
während der PCR Reaktion wurden so eingestellt, dass die Mutationsrate bei bis zu 4 
Punktmutationen im genannten Genbereich lag. Nach erfolgter Reaktion wurden die mutierten 
PCR Fragmente zurück in den Ausgangsvektor pRS313-Gal2 kloniert und 5 µl dieser 
Mutantenbibliothek zur Überprüfung der Mutationsrate in E. coli XL1-blue Zellen transformiert. 
Aus 10 zufällig ausgewählten E. coli-Kolonien wurden die mutierten Vektoren wieder isoliert und 
die gesamten gal2-Gene sequenziert.  
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3.3.1 Ungerichtete Mutagenese, 1. Runde 
Das auf Durchflusszytometrie basierende Screening Assay konnte in der dieser Arbeit 
vorangegangenen Diplomarbeit (Reznicek, 2011) erfolgreich getestet und etabliert werden. Der 
S. cerevisiae Transporterdeletionsstamm DS68625 (Δhxt1-7, Δgal2) wurde mit der Gal2 
Mutantenbibliothek transformiert und auf Agarplatten mit 2 % Xylose ausplattiert. Nach drei 
Tagen Inkubation (30°C) wurden die Transformanten durch Schwemmen der Agarplatten in eine 
Zellsuspension überführt, welcher Xylose als Kohlenstoffquelle (1% Endkonzentration) 
zugegeben und erneut über Nacht inkubiert (30 °C, 180 rpm) wurde. Nach zweimaligem Waschen 
der Übernachtkultur (3.220 x g, 15 min) erfolgte die Analyse im Durchflusszytometer, bei welchem 
pro Agarplatte mit 25 ml Mineralmedium und 0,1 % Xylose genau 100 knospende Hefezellen 
abgelegt wurden. In dieser ersten Mutageneserunde wurden insgesamt 13.700 Einzelzellen auf 137 
Agarplatten abgelegt. Diese Platten wurden daraufhin bei 30°C im Brutschrank inkubiert und auf 
Koloniebildung hin beobachtet. 
Nach eineinhalb Tagen Inkubation konnte auf vereinzelten Agaplatten winzige 
Koloniebildung beobachten werden. Diese Einzelkolonien wurden am Plattenboden markiert und 
die Agarplatten weiter inkubiert. Nach drei Tagen zeigten die Agarplatten zahlreiche und 
verschieden große Einzelkolonien im abgelegten Raster von 10 x 10 Zellen, wie in Abbildung 9 zu 
sehen ist. Unter den markierten Einzelkolonien wurden daraufhin die 80 größten mit sterilen 
Zahnstochern auf frische Agarplatten mit ebenfalls exakt 25 ml Mineralmedium und 0,1 % Xylose 
überführt und erneut bei 30°C inkubiert. Nach weiteren vier Tagen wurden die neun größten unter 
diesen 80 Kolonien ausgewählt, um sie auf Wachstum in Flüssigmedium zu untersuchen.  
 
Abbildung 10. Topologiemodell der wildtypischen Gal2 Permease aus S. cerevisiae. 
Topologiemodell der wildtypischen Galactose Permease Gal2 nach SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-
u.ac.jp/sosui/). Das Extrazytoplasma befindet sich oberhalb, das Zytoplasma unterhalb der TM 
Helices. Die Zahlen bezeichnen die Transmembranhelices. Restriktionsschnittstellen flankieren den 
jeweils mutierten Genbereich: in der 1. und 2. Mutageneserunde zwischen BamHI und MunI; in der 
3. Mutageneserunde zwischen EagI und MunI. 
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Um für die Wachstumsexperimente eine Adaptierung des Transporterdeletionsstammes 
DS68625 an die Selektionsbedingungen auszuschließen, wurde die Vektor-DNA zunächst aus den 
neun Kandidaten isoliert und der Deletionsstamm mit den selbigen Vektoren frisch transformiert. 
Die Charakterisierung der einzelnen Kandidaten erfolgte daraufhin in biologischen Triplikaten in 
Schüttelkolben (250 ml) mit 50 ml Mineralmedium und 2 % Xylose. Als Kontrolle wurde der 
Deletionsstamm DS68625 mit dem wildtypischen Vektor pRS313-Gal2 (Gal2), sowie dem leeren 
Vektor pRS313 transformiert und ebenfalls getestet. Unter den neun getesteten Kandidaten zeigte 
daraufhin ein Kandidat im Vergleich zum Wildtyp ein schnelleres Wachstum (Abbildung 11). Eine 
Sequenzierung des gal2-Gens dieses Kandidaten zeigte einen Aminosäureaustausch an Position 
311: Hier kam es zum Austausch eines Leucins durch ein Arginin. Neben dieser 
Aminosäuresubstitution wurden noch drei stille Mutationen identifiziert. Diese Gal2 Variante aus 
der ersten Mutageneserunde erhielt darauf die Bezeichnung 1.1 (Tabelle 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11. Identifizierte Gal2 Variante 1.1 nach der ersten Mutagenesesrunde. 
Wachstumsverlauf des Transporterdeletionsstammes DS68625 (Δhxt1-7, Δgal2) transformiert mit 
der Gal2 Variante 1.1 () in Mineralmedium mit 2 % Xylose als C-Quelle, identifiziert nach der 
ersten Mutageneserunde aus insgesamt 13.700 Hefezellen. Als Kontrolle diente DS68625 
transformiert mit dem wildtypischen Transportprotein Gal2 () und dem Leervektor pRS313 (). 
Der Wachstumsverlauf wurde anhand der optischen Dichte bei 600 nm (OD600) bestimmt. Die 
Fehlerbalken repräsentieren die Ergebnisse aus drei parallelen Experimenten. 
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Tabelle 1. In dieser Arbeit generierte und identifizierte Gal2 Varianten. 
Bezeichnung Mutationen Mutageneserunde 
1.1 L311R (L362L, D363D, K469K) 1. Runde 
Gal2 Variante 1.1 diente als Templat für die 2. Mutationsrunde, daher beinhalten alle weiteren Varianten 
diese Mutationen 
2.1 L301R, K310R, N314D, M435T (L343L) 2. Runde 
2.2 M435T, S468T (K394K) 2. Runde 
2.3 L301R, K310R, N314D, Q425R, S427P, M435T 
(L343L, I356I) 
2. Runde 
2.4 M435T (Q329Q, Q338Q, C434C) 2. Runde 
Gal2 Variante 2.1 diente als Templat für die 3. Mutationsrunde, daher beinhalten alle weiteren Varianten 
diese Mutationen (bis auf L343L) 
3.1 T386A 3. Runde 
3.2 F444L (G151G, I256I) 3. Runde 
3.3 (S285S, E367E) 3. Runde 
3.4 (D364D) 3. Runde 
3.5 Y176H 3. Runde 
3.6 Y226C, L280P (I165I, I178I, A250A) 3. Runde 
3.7 M339V, L464Q (Y446Y) 3. Runde 
 ( ) stille Mutationen 
 
3.3.2 Ungerichtete Mutagenese, 2. Runde 
Diese Gal2 Variante 1.1 diente als Templat für die 2. Mutageneserunde. In dieser wurde der gleiche 
Bereich (Abbildung 10) mit identischen Mutationsparametern wie in der ersten Runde mutiert. 
Dem gleichen Selektionsverfahren wie eben beschrieben folgend, wurden in dieser 2. 
Mutationsrunde insgesamt 14.400 knospende Hefezellen auf 144 Agarplatten mit 25 ml 
Mineralmedium und 0,1 % Xylose abgelegt, diese inkubiert (30°C) und auf Koloniebildung hin 
beobachtet. 
Aus dieser 2. Mutantenbibliothek konnten insgesamt vier neue Kandidaten identifiziert werden, 
welche eine signifikant schnellere Koloniebildung aufwiesen. Die mutierten gal2-Gene auf den 
pRS313 Shuttlevektoren wurden aus diesen vier Kandidaten isoliert und sequenziert. Die 
Sequenzierung zeigte alle vier Kandidaten als neue Gal2 Varianten (Tabelle 1). Neben den 
Mutationen der Variante 1.1, konnten für die Variante 2.1 die Aminosäurensubstitutionen L301R, 
K310R, N314D innerhalb der großen zytoplasmatischen Loopregion zwischen TM6/7 identifiziert 
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werden. Darüber hinaus wurde in dieser Variante neben einer stillen Mutation an Position 343 ein 
weiterer Aminosäureaustausch festgestellt: M435T. Diese Substitution konnte ebenfalls in allen der 
drei übrigen Kandidaten der 2. Mutationsrunde (Varianten 2.2, 2.3, 2.4) identifiziert werden. 
Zusätzlich zu den Mutationen aus der Variante 2.1 konnten für die Variante 2.3 die zusätzlichen 
Aminosäurensubstitutionen Q425R und S427P (beide im extrazytoplasmatischen Loop zwischen 
TM9/10), sowie eine weitere stille Mutation (I356I) identifiziert werden. Neben der mutierten 
Position M435T zeigte die Variante 2.2 eine weitere Substitution (S468T) und eine stille Mutation 
(K394K). Die Variante 2.4 verfügte neben der Aminosäuresubstitution M435T nur über drei stille 
Mutationen: Q329Q, Q338Q, C434C.  
Nach einer frischen Transformation des Teststammes DS68625 mit den sequenzierten 
Kandidaten der 2. Mutationsrunde wurden diese in flüssigem Mineralmedium auf ihre 
Xyloseaufnahme hin getestet. Eine gesteigerte Xyloseaffintität sollte hierbei durch die 
Konzentrationen von 0,45 % (entspricht 30 mM) und 0,1 % (entspricht 6,67 mM) überprüft 
werden. Neben der Messung der optischen Dichte bei 600 nm (OD600), wurde hierbei zur 
quantitativen Überprüfung parallel die verbleibende Xylosekonzentration im Medium mittels 
HPLC Analyse gemessen. Als Kontrollen dienten erneut das wildtypische Transportprotein Gal2, 
sowie die Variante 1.1 aus der 1. Mutationsrunde und der Teststamm DS68625 transformiert mit 
dem Leervektor pRS313 (Abbildung 12).  
Im Vergleich zum Gal2 Wildtyp zeigten alle identifizierten Varianten aus den beiden 
Mutageneserunden eine gesteigerte Xyloseaffinität. In den Versuchen mit 0,45 % Xylose zeigten 
die Gal2 Varianten der 2. Mutationsrunde (2.1-2.4) eine erneute Steigerung gegenüber der Variante 
1.1 aus der 1. Runde. Dies äußerte sich durch eine verkürzte Lag-Phase und eine steilere 
exponentielle Phase, wobei die Variante 2.1 als die schnellste Gal2 Variante beobachtet wurde 
(Abbildung 12A). Die HPLC Analyse bestätigte diese Beobachtung: nach 62 h konnte für die 
Variante 2.1 keine Xylose mehr detektiert werden (Abbildung 12B). Zum selben Zeitpunkt wurde 
für den Wildtyp 0,42 % Xylose (±0,016 %) und die Variante 1.1 0,35 % Xylose (±0,029 %) 
gemessen. Einen nahezu gleich schnellen Wachstumsverlauf wie 2.1 zeigte Variante 2.3: nach 62 h 
wurden hier nur noch 0,02 % Xylose (±0,002 %) gemessen (Abbildung 12B).  
Die Experimente mit 0,1 % Xylose bestätigten die Beobachtungen für die Gal2 Variante 
2.1 und zeigten deren signifikant gesteigerte Xyloseaffinität. Bei dieser Konzentration zeigte diese 
Variante 2.1 als einzige deutliches Wachstum (Abbildung 12C). Auch diese Beobachtung konnte 
durch die parallel durchgeführten HPLC Messungen erneut bestätigt werden: Nach 66 h wurden 
hier nur noch 0,05 % Xylose (±0,002 %) detektiert. Zum selben Zeitpunkt konnte weder für den 
Wildtyp, noch für die Variante 1.1 aus der 1. Mutageneserunde eine Abnahme der 
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Xylosekonzentration oder Wachstum durch Zunahme der optischen Dichte beobachtet werden 
(Abbildung 12D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4 Erweiterung des zu mutierenden Genbereichs 
Aus den beiden ersten Mutationsrunden wurde die Gal2 Variante 2.1 identifiziert, welche die 
höchste Xyloseaffinität zeigte. Daher wurde diese Variante als Templat für die dritte 
Mutationsrunde ausgewählt. Allerdings stellte sich bei der Sequenzierung heraus, dass durch die 
 
Abbildung 12. Charakterisierung der Gal2 Varianten nach zwei Mutageneserunden. 
Wachstumsverlauf und Xyloseverwertung des Teststammes DS68625 transformiert mit den Gal2 
Varianten 1.1 (), 2.1 (), 2.2 (), 2.3 () und 2,4 () in Mineralmedium mit 0,45 % Xylose (A, 
B) und 0,1 % Xylose (C, D). Als Kontrollen dienten der Teststamm DS68625 transformiert mit dem 
wildtypischen Transportprotein Gal2 () und dem Leervektor pRS313 (). Der Wachstumsverlauf 
wurde anhand der optischen Dichte bei 600 nm (OD600) (A, C), die Xyloseaufnahme durch HPLC 
Analyse (B, D) bestimmt. Die Fehlerbalken repräsentieren die Ergebnisse aus drei parallelen 
Experimenten. 
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stille Mutation L343L eine weitere, ungewollte MunI Restriktionsschnittstelle entstanden ist. Vor 
dem weiteren Vorgehen musste diese Mutation daher wieder rückgängig gemacht werden. 
Mithilfe von ortsgerichteter Mutagenese (Methoden, 2.2.12) wurde die wildtypische 
Gensequenz (ttg  tta) wiederhergestellt. Parallel wurde aufgrund von publizierten Daten von 
Kasahara et al. (2007) der zu mutierende Gal2-Bereich vergrößert. Hierzu wurde ebenfalls durch 
ortsgerichtete Mutagenese eine EagI Restriktionsschnittstelle im zytoplasmatischen Loop zwischen 
den TM2/3 eingebaut. Unter Beachtung, dass es dabei zu keiner Änderung der 
Aminosäuresequenz kam, wurde der zu mutierende Bereich von zuvor 185 auf 331 Aminosäuren 
vergrößert (Abbildung 10). Die erfolgreiche und korrekte Änderung innerhalb der Gal2-
Gensequenz wurde beide Male durch Sequenzierung überprüft. 
 
3.4.1 Ungerichtete Mutagenese, 3. Runde 
Nach der gesteigerten Xyloseaffinität durch die beiden ersten Mutageneserunden, sollte im 
Hinblick auf die Produktion von Bioethanol der 2. Generation in der 3. Mutageneserunde die 
Xyloseaufnahme in Gegenwart von Glucose optimiert werden. Durch das Diauxie-Phänomen, in 
welchem ein Organsimus zuerst die bevorzugte C-Quelle verwertet und erst nach Anpassung des 
Metabolismus die alternativen C-Quellen akzeptiert, war die Verwendung des bisherigen 
Teststammes DS68625 allerdings nicht möglich. Für ein erfolgreiches Screening, bei welchem 
Glucose und Xylose gleichzeitig als C-Quellen zur Verfügung stehen, muss in solch einem 
Teststamm die Verwertung der Glucose unterbunden werden. Dadurch würde nur derjenige Klon 
einer Mutantenbibliothek Wachstum zeigen, welcher durch Mutation bevorzugt Xylose aus dem 
Medium aufnimmt. Gleichzeitig würden diejenigen Klone mit einer Präferenz für Glucose durch 
den verhinderten Stoffwechsel nicht wachsen. 
Dieser Effekt wurde durch Deletion der Hexosekinasen Hxk1, Hxk2, Glk1 und Gal1 in S. 
cerevisiae erreicht. Somit ist die Verwertung und das Wachstum auf Hexosen wie Glucose, Fructose 
oder Galactose unterbunden. Das Wachstum auf Xylose wird hingegen nicht beeinflusst, was es 
zu einem idealen Teststamm für die dritte Mutageneserunde machte. Dieser 
Hexosekinasedeletionsstamm DS69473 (Δhxk1, Δhxk2, Δglk1, Δgal1) wurde vom 
Kooperationspartner (DMS N.V., NL) zur Verfügung gestellt und im folgenden Screening Assay 
verwendet. 
Nach der Vergrößerung des zu mutierenden Genbereichs der Variante 2.1 wurde die dritte 
Mutantenbibliothek erstellt. Dies geschah unter identischen Bedingungen wie bei den ersten 
beiden. Die Mutantenbibliothek wurde in den neuen Teststamm DS69473 transformiert und auf 
Agarplatten mit Mineralmedium mit 3 % Xylose ausplattiert. Nach vier Tagen Inkubation (30°C) 
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wurden die Transformanten durch Schwemmen der Platten in eine Suspension überführt, dieser 
Xylose (1 %) als C-Quelle zugesetzt und nochmals über Nacht inkubiert (30 °C, 180 rpm). Nach 
zweimaligem Waschen der Übernachtkultur (3.220 x g, 15 min) erfolgte die Analyse im 
Durchflusszytometer. In dieser dritten Mutageneserunde wurden insgesamt 13.100 knospende 
Hefezellen auf 131 Agarplatten mit 30 ml Mineralmedium und 2 % Xylose mit 10 % Glucose als 
C-Quellen abgelegt und inkubiert (30°C). 
Nach 12 Tagen konnten auf diesen Agarplatten acht Kolonien identifiziert werden. Von 
diesen acht Kolonien wurde die Plasmid-DNA isoliert und sequenziert. Unter diesen acht 
Kandidaten zeigten sich fünf neue Gal2 Varianten mit insgesamt sieben zusätzlichen 
Aminosäuresubstitutionen. Einer der acht Kandidaten wurde hierbei doppelt identifiziert und zwei 
Kandidaten zeigten lediglich stille Mutationen (Tabelle 1). Alle Gal2 Varianten der 3. 
Mutageneserunde mit Aminosäuresubstitutionen wurden daraufhin ausgewählt, um ihr 
Wachstumsverhalten in Schüttelkolben näher zu charakterisieren. Dazu wurde wieder der 
Transporterdeletionsstamm DS68625 mit den Varianten 3.1, 3.2, 3.5, 3.6 und 3.7 transformiert und 
das Wachstum in flüssigem Mineralmedium (50 ml) mit entweder 2 % Glucose oder 2 % Xylose 
verfolgt. Als Kontrollen dienten erneut der Leervektor pRS313, der wildtypische Gal2 Transporter 
und dieses Mal zusätzlich die Affinitätsmutante 2.1 aus der 2. Mutageneserunde (Abbildung 13).  
Beim Versuch mit 2 % Glucose zeigte die Variante 2.1 im Vergleich zum Wildtyp ein 
deutlich verlangsamtes Wachstum. Überraschenderweise wies die Variante 3.7, welche direkt aus 
der Variante 2.1 entstand, im selben Versuch ein fast identisches Wachstum wie der Wildtyp Gal2 
auf. Auch die neue Variante 3.2 zeigte hier ein deutlich schnelleres Wachstum als 2.1. Das 
Wachstum der übrigen Varianten 3.1, 3.5 und 3.6 war im selben Versuch stark beeinträchtigt 
(Abbildung 13A). Im Experiment mit 2 % Xylose zeigte die Affinitätsvariante 2.1 allerdings das 
schnellste Wachstum, sowohl unter allen getesteten Varianten, als auch im Vergleich zum Wildtyp 
(Abbildung 13B). Die Varianten 3.2 und 3.7 zeigten hier ebenfalls ein deutlich schnelleres 
Wachstum als der Wildtyp, allerdings etwas langsamer als 2.1. Überraschend war allerdings, dass 
die Variante 3.1, welche im Experiment mit 2 % Glucose für 48 h kein Wachstum gezeigt hat, bei 
2 % Xylose ebenfalls ein beinahe identisches Wachstum wie die Varianten 3.2 und 3.7 aufwies und 
damit fast so schnell war wie die Variante 2.1. Die Varianten 3.5 und 3.6 zeigten in beiden 
Experimenten kein oder kaum Wachstum. 
 
3.5 Simultane Verwertung von Xylose und Glucose 
Aufgrund der Ergebnisse aus Abbildung 13A und 13B, wurden die Gal2 Varianten 2.1 und 3.1 
ausgewählt, um sie hinsichtlich der gleichzeitigen Verfügbarkeit von Glucose und Xylose weiter zu 
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untersuchen. Hierzu wurden Wachstumsversuche mit gleichzeitiger Zugabe von 2 % Glucose und 
2 % Xylose, bzw. 0,45 % Glucose und 0,45 % Xylose durchgeführt (Abbildung 13C, D). Durch 
HPLC Analyse des verbleibenden Zuckers im Medium, sollte die Zuckeraffinität der beiden Gal2 
Varianten genauer charakterisiert werden (Abbildung 13E, F). Als Kontrollen dienten wieder der 
Gal2 Wildtyp, sowie der Teststamm DS68625 mit dem Leervektor pRS313. 
Das Phänomen der Diauxie, bei welcher die Glucose als präferierte C-Quelle zuerst 
aufgenommen und verwertet wird, konnte im Experiment mit 2 % Glcuose/Xylose für sowohl 
den Wildtyp, als auch die Variante 2.1 beobachtet werden. Allerdings zeigte die Variante 2.1 ein 
messbar schnelleres Wachstum, als der Wildtyp. Diese Beobachtung wurde durch die HPLC 
Messung bestätigt, welche bei dieser Variante eine schnellere Verwertung beider Zucker zeigte 
(Abbildung 13C und 13E). In den Experimenten mit 0,45 % Glucose/ Xylose konnte dieser Effekt 
noch stärker beobachtet werden. Die Variante 2.1 zeigte hier nicht nur ein signifikant schnelleres 
Wachstum als der Wildtyp, die Analyse der Zuckerkonzentrationen konnte darüber hinaus eine 
beinahe simultane Aufnahme und Verwertung beider Zucker zeigen. Im Gegensatz hierzu wurde 
beim Wildtyp die präferierte Glucose zuerst verbraucht (Abbildung 13D und 13F). Nach 35 h 
konnten beim Wildtyp 0,04 % Glucose (±0,029 %) und immer noch 0,38 % Xylose (±0,032 %) 
gemessen werden. Wohingegen bei der Variante 2.1 zum selben Zeitpunkt keine Glucose und nur 
0,07 % Xylose (±0,014 %) detektiert werden konnte.  
 Die Variante 3.1, welche in den Experimenten aus Abbildung 13A und 13B ein 
beeinträchtigtes Wachstum mit Glucose, nicht aber mit Xylose aufwies, zeigte bei den 
Experimenten mit gleichzeitig verfügbaren Zuckern (Abbildung 13C-F) kein Wachstum über die 
gesamte getestete Zeit. Auch konnte kein signifikanter Zuckerverbrauch gemessen werden. Diese 
Variante 3.1 entstand unmittelbar aus der Variante 2.1 und besitzt mit der Aminosäuresubstitution 
T386A den einzigen Unterschied zwischen diesen beiden Varianten. Die Ergebnisse dieser 
Experimente deuten daher darauf hin, dass die Mutation T386A, am Substrattransport in Gal2 
beteiligt sein könnte.  
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Abbildung 13. Charakterisierung der Gal2 Varianten nach drei Mutageneserunden. 
Wachstumsverlauf des Teststammes DS68625 transformiert mit den Gal2 Varianten 2.1 (, blau), 
3.1 (, grün), 3.2 (, lila), 3.5 (, cyan), 3.6 (, magenta) und 3.7 (, schwarz) in Mineralmedium 
mit 2 % Glucose (A) und 2 % Xylose (B). C und D: Wachstumsverlauf der Varianten 2.1 () und 
3.1 () bei gleichzeitiger Verfügbarkeit von jew. 2 % Glucose und Xylose (C) und jew. 0,45 % 
Glucose und Xylose (D). E und F: HPLC Analyse des Zuckerverbauchs der Experimente mit jew. 
2 % Glucose und Xylose (E) und jew. 0,45 % Glucose und Xylose (F). Gal2 Wildtyp mit Glucose 
(rot, leeres ), 
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3.6 Untersuchung der Aminosäuremutation T386A in Gal2 Wildtyp 
Der Einfluss der Mutation T386A sollte im folgenden Abschnitt näher untersucht werden. Im Gal2 
Wildtyp wurde das Threonin 386 durch Alanin mittels ortsspezifischer Mutagenese (Methoden, 
2.2.12 und 2.1.6) ausgetauscht. Nach Überprüfung der erfolgreichen Sequenzänderung durch 
Sequenzierung, wurde der Transporterdeletionsstamm DS68625 mit dieser neuen Mutante 
Gal2_T386A, sowie den Varianten 2.1, 3.2, Gal2 Wildtyp und dem Leerverktor pRS313 als 
Kontrollen transformiert. Die Auswirkung der Mutation T386A sollte anhand des Wachstums mit 
2 % und 0,1 % Glucose, als auch 2 % Xylose und 0,1 % Xylose als einzeln verfügbare C-Quellen 
untersucht werden (Abbildung 14).  
Im Vergleich zum Wildtyp zeigte die Mutante Gal2_T386A mit 2 % Glucose eine etwas 
längere Lag-Phase, im weiteren Wachstumsverlauf allerdings ein ähnlich schnelles Wachstum und 
damit ein deutlich schnelleres als die Variante 2.1 (Abbildung 14A). Mit 2 % Xylose zeigten der 
Wildtyp und die Mutante Gal2_T386A ebenfalls ein ähnlich schnelles Wachstum. (Abbildung 14B). 
In beiden Experimenten konnten die Beobachtungen für die Variante 3.1 aus Abbildung 13A und 
13B bestätigt werden. Erneut zeigte diese Variante bei 2 % Glucose für 48 h stark beeinträchtigtes 
Wachstum, wohingegen das Wachstum mit 2 % Xylose annähernd so schnell wie bei der Variante 
2.1 war. Mit 0,1% Glucose als C-Quelle zeigte die Mutante Gal2_T386A ein ähnliches 
Wachstumsverhalten wie mit 2 % Glucose: Ewas langsamer als der Wildtyp, jedoch schneller als 
die Variante 2.1. Und auch hier zeigte die Varainte 3.1 über die gesamte getestete Zeit kein 
Wachstum. Mit 0,1 % Xylose konnte sowohl für den Wildtyp, als auch für die Mutante 
Gal2_T386A kein Wachstum beobachtet werden. Wohingegen erneut eine gesteigerte 
Xyloseaffinität der Variante 2.1 beobachtet werden konnte. 
 
(rot, leeres ), Gal2 Wildtyp mit Xylose (rot, gefülltes ), Variante 2.1 mit Glucose (blau, leeres ), 
Variante 2.1 mit Xylose (blau, gefülltes ), Variante 3.1 mit Glucose (grün, leerer ), Variante 3.1 
mit Xylose (grün, gefüllter ), DS68625 mit Leervektor pRS313 und Glucose (schwarz, leere ), 
DS68625 mit Leervektor pRS313 und Xylose (schwarz, gefüllte ). Als Kontrolle diente in allen 
Experimenten der Teststamm DS68625 transformiert mit dem wildtypischen Transportprotein Gal2 
() und dem Leervektor pRS313 (). Der Wachstumsverlauf wurde anhand der optischen Dichte 
bei 600 nm (OD600) bestimmt, der Zuckerverbrauch mittels HPLC durch Messung der verbleibenden 
Zuckerkonzentration im Medium. Die Fehlerbalken repräsentieren die Ergebnisse aus zwei parallelen 
Experimenten. xyl: Xylose; glc: Glucose. 
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3.7 Kultivierung, Anzucht und Shotgun Sequenzierung der mikrobiellen Genome 
Zu Beginn der folgenden Untersuchungen lagen die beiden Mikroorganismen Phenylobacterium 
immobile Stamm E (DSM 1986) und Nocardia sp. als Glycerolstock vor. In diesem Stadium wurden 
die Organismen bereits seit mehreren Jahren gelagert, weshalb sie zunächst einige Male auf ihrem 
spezifischen Kultivierungsmedium (Material, 2.2.2) ausgestrichen und anschließend mehrere Male 
in Flüssigmedium überimpft wurden.  
Um für die genomische Shotgun Sequenzierung eine ausreichende Menge an genomischer 
DNA von mindestens 40 µg zu erhalten, wurden beide Stämme in jeweils acht Mal 400 ml 
Selektivmedium mit den C-Quellen Antipyrin (1 g/l) für P. immobile, bzw. Papaverin (1 g/l) für 
 
Abbildung 14. Charakterisierung der Aminosäuresubstitution T386A im Gal2 Wildtyp. 
Wachstumsverlauf des Teststammes DS68625 transformiert mit dem Gal2 Wildtyp (), 
Gal2_T386A (), Variante 2.1 (), Variante 3.1 () und Leervektor pRS313 () in Mineralmedium 
mit 2 % Glucose (A), 2 % Xylose (B), 0,1 % Glucose (C) und 0,1 % Xylose (D). Der 
Wachstumsverlauf wurde anhand der optischen Dichte bei 600 nm (OD600) bestimmt. Die 
Fehlerbalken repräsentieren die Ergebnisse aus drei parallelen Experimenten. 
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Nocarida sp. überimpft und angezogen. In der mittleren Exponentialphase (~ OD600 = 0,7) wurden 
die Kulturen geerntet (9.430 x g, 30 min, 4°C) und die jeweiligen Zellpellets vereinigt. Für die 
genomische Shotgun Sequenzierung wurden zwischen 2,5-3,5 g Pellet an LGC Genomics® Berlin 
geschickt. Die dort extrahierte genomische DNA wurde isoliert und mittels mechanischer 
Scherkräfte und Enzymverdau in kurze DNA-Abschnitte fragmentiert, die als Sequence Reads (kurz 
Reads) bezeichnet werden. Durchgeführt wurde die Sequenzierung beider Mikroorganismen mittels 
Illumina Mate-Pair Technologie und paired-end-reads von 250 Basenpaaren Länge. Dies lieferte 
Rohdaten von 9,34 Mio. Reads für P. immobile Stamm E und 9,583 Mio. Reads für Nocardia sp. 
Mithilfe verschiedener Softwareanwendungen wurden Reads mit mehr als einem N und/oder der 
Länge von weniger als 20 Basen entfernt, Sequenzierfehler korrigiert und diese korrigierten Reads 
digital normiert. Diese Bearbeitung lieferte schließlich die Anzahl von 1,846 Mio korrigierter Reads 
für P. immobile Stamm E und 2,365 Mio für Nocardia sp. Eine Übersicht der erhaltenen Daten dieser 
genomischen Shotgun Sequenzierung ist in Tabelle 2 zusammengefasst. 
Durch Sequenzüberlappung wurden die berichtigten Reads zu Scaffold Contigs (kurz Contigs) 
und weiter zu längeren Scaffolds assembliert. Diese Scaffolds stellen ein noch fragmentiertes Abbild 
der genomischen DNA der einzelnen Mikroorganismen dar, welche jedoch noch Lücken (sog. 
Gaps) beinhalten. Die Anzahl und Größe dieser Lücken und damit folglich die Anzahl der Scaffolds 
sind für jeden Organismus unterschiedlich und werden durch mehrere Aspekte beeinflusst. Das 
sind bspw. Bereiche mit hohem GC-Gehalt oder repetitive Bereiche, bzw. nicht-protein-
kodierende Bereiche. An dieser Stelle sollte daher erwähnt werden, dass es sich bei dem hier 
durchgeführten Vorgang um zwei de novo Sequenzierungen handelt. Bedingt durch die Gaps sowie 
das Fehlen eines Templats, müssen die Reihenfolge und die Orientierung der Reads und die daraus 
resultierende Orientierung und Anordnung der Scaffolds nicht zwingend den natürlichen Zustand 
wiedergeben. Dieser ließe sich durch Schließen der Gaps mit spezifischen Sequenzierprimern und 
einer vollständigen Sequenzierung der genomsichen DNA abschließend darstellen. 
 
3.8 Annotierung der Genomsequenzen 
Innerhalb der erhaltenen Scaffolds wurde nach protein-kodierenden Bereichen gesucht, den sog. 
Open Reading Frames (ORFs). Mithilfe der Software Glimmer (Delcher et al. 1999) wurden diese 
Bereiche in die entsprechenden Aminosäuresequenzen übersetzt und gegen die nicht-redundante 
NCBI Datenbank verglichen. Parallel bediente man sich zusätzlich des InterProScans, um eine 
Motiv/Domänen-Suche in verschiedenen Proteindatenbanken wie Gene3D, Pfam oder 
SUPERFAMILY durchzuführen. Wie die de novo Shotgun Genomsequenzierung, wurde auch die 
anfängliche Genomannotierung durch die Firma LGC Genomics® durchgeführt. Die erhaltenen 
Daten dienten als Anhaltspunkt für weiterführende Untersuchungen in dieser Arbeit.  
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Durch die Annotierungen wurden für P. immobile Stamm E (DSM 1986) 3.520 und 
Nocardia sp. 4.599 protein-kodierende Bereiche identifiziert. Etwa die Hälfte dieser Bereiche konnte 
aufgrund von Homologie zu bereits bekannten Proteinen oder Enzymen eine Beschreibung 
vorgeschlagen werden. Etwa ein Drittel bis Hälfte der 3.520, bzw. 4.599 protein-kodierenden 
Bereiche konnte jedoch lediglich einer generellen Funktion (bspw. Oxidoreduktase-Aktivität) 
zugeordnet werden oder sie erhielten die Bezeichnung „Hypothetisches Protein“.  
Im Falle der näher beschriebenen ORFs war jedoch auffällig, dass für P. immobile Stamm E 
(DSM 1986) neben 12 Genfragmenten, 18 vollständige für Rieske-Typ Dioxygenasen kodierende 
ORFs und 9 Monooxygenase-kodierende ORFs identifiziert werden konnten, sowie zusätzlich 
weitere 6 ORFs, welche ausschließlich für extradiol-spaltende Dioxygenasen kodieren. Im Nocardia 
sp. Genom konnten umgekehrt nur 1 Rieske-Typ Dioxygenase ORF gefunden werden, im 
Gegensatz zu 11 putative ORFs, die für Monooxygenasen kodieren. Zusätzlich wurden 4 ORFs 
für extradiol-spaltende und 1 ORF für intradiol-spaltende Dioxygenasen gefunden (Tabelle 2). 
 
Tabelle 2. Übersicht der Genomsequenzierung und globalen Genomannotierung von P. immobile 
Stamm E (DSM 1986) und Nocardia sp. (Arthrobacter sp.). 
 P. immobile Stamm E 
(DSM 1986) 
Nocardia sp. 
(Arthrobacter sp.) 
Genomsequenzierung   
     Reads der Rohdaten 9.340.262 9.583.484 
     Korrigierte Reads  1.845.682 2.365.326 
     Assemblierte Scaffolds 6a 3a 
     Gesamtanzahl der Nukleotidbasen  3.328.565 4.849.808 
     GC-Gehalt (%) 67 62 
   
Genomannotierung   
     Gesamt-Proteine 3.520 4.599 
     Rieske-Typ Dioxygenasen 18 1 
     Monooxygenasen  9 11 
     Extradiol-spaltende Dioxygenasen 6 4 
     Intradiol-spaltende Dioxygenasen - 1 
     Ferredoxine 3 2 
     Ferredoxin-Reduktasen 2 4 
adie entsprechenden ENA Accession Nummern befinden sich im Anhang, Tabelle A-1 
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3.9 16S rRNA Analyse des Nocardia sp. und neue phylogenetische Einordnung 
Frühere Untersuchungen dieses gram-positiven Bakterienstammes konzentrierten sich auf die 
Verwertung des Substrates Papaverin und dessen Stoffwechselmetaboliten (Hauer 1982). Daher 
sollte der Stamm durch Untersuchung der 16S rRNA näher bestimmt und phylogenetisch 
eingeordnet werden, wozu die Daten aus der Genomsequenzierung herangezogen wurden. 
Durch Annealing der Standardprimer (Material, 2.1.6) an die genomischen DNA konnte die 
1.483 Basen lange 16S rRNA Sequenzen im Scaffold 1 identifiziert werden (Anhang, Tabelle A-2). 
Die BLAST Suche in der nicht-redundanten NCBI Datenbank ergab 100%ige Übereinstimmungen 
mit der 16S rRNA von Arthrobacter sp. M2012083 (Accession-Nr. KF893303.1), Arthrobacter aurescens 
Stamm ABRIINW 23 (Accession-Nr. HQ597008.1) und Arthrobacter nitroguajacolicus Stamm G2-1 
(Accession-Nr. NR 027199.1), sowie 99%ige Übereinstimmungen mit weiteren Arthrobacter Arten. 
Dies ordnete den bisher als Nocardia sp. bezeichneten Mikroorganismus nun der Gattung 
Arthrobacter zu. 
Für eine Verifizierung dieser neuen Einordnung wurde zusätzlich die Bestimmung mithilfe 
der EzTaxon-e Datenbank vorgenommen (Kim et al., 2012). Die verglichenen 16S rRNA 
Sequenzen unterschieden sich in vereinzelten Basenänderungen oder verschiedenen Längen. Die 
Kernbereiche der Sequenzen hingegen waren innerhalb der einzelnen Arthrobacter Arten 
hochkonserviert. So konnte basierend auf der 16S rRNA die neue phylogenetische Zuordnung 
zum einen bestätigt und zum anderen ein phylogenetischer Baum erstellt werden, welcher auf 
Arthrobacter nitroguajacolicus und Arthrobacter aurescens als die nächsten Verwandten hinweist (Anhang, 
Abbildung A-8).  
 
3.10 Anzucht, Proteomanalyse und Identifizierung verschiedener Oxygenasen aus 
Arthrobacter sp. 
Um mithilfe einer Proteomanalyse jene Enzyme identifizieren zu können, welche am 
Papaverinabbau beteiligt sind, wurde Arthrobacter sp. mithilfe dieses Substrates kultiviert. 
Ausgehend von derselben Vorkultur wurden parallel zwei Arthrobacter-Kulturen angezogen: eine 
mit Papaverin als C-Quelle, welche den induzierten Zustand darstellte und eine mit Glucose als C-
Quelle, welche den nicht-induzierten Zustand darstellte. Die Anzucht beider Kulturen fand unter 
identischen Bedingungen in 100 ml Volumen statt (MBR Medium in 1 l Erlenmeyerkolben, 1 g/l 
Papaverin, bzw. 10 g/l Glucose). In der mittleren Exponentialphase (~ OD600 = 2) wurden die 
Kulturen durch Zentrifugation geerntet (9.430 x g, 20 min, 4°C) und in Tris-HCl Puffer (10 ml) 
resuspendiert. Nach nochmaligem Zentrifugieren wurde das Feuchtgewicht der Kulturen 
bestimmt, das Zellpellet in Tris-HCl Puffer resuspendiert (1 ml/0,1 g Pellet), welchem 
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Dithiothreitol zugegeben wurde (DTT, 20 mM) und die Zellen aufgeschlossen. Dies wurde 
aufgrund der dicken und sehr widerstandsfähigen Zellwand des gram-positiven Arthrobacter mittels 
French Press (10.000 psi (entspricht 689,48 bar Druck), je 5 Durchgänge) durchgeführt.  
 Für die folgende SDS-PAGE Analyse wurde eine Zellprobe als Ganzzellsuspension 
entnommen und die übrige Zellsuspension durch Zentrifugation (9.430 x g, 30 min, 4°C) in eine 
Zellpellet- und Zelllysatfraktion getrennt. Dies sollte Hinweise über die Lokalisation innerhalb der 
Zelle und Löslichkeit der Papaverin-induzierbaren Proteine geben (Abbildung 15). Vor allem in 
der Zelllysatfraktion der Papaverin-Kultur konnten drei signifikante Proteinbanden identifiziert 
werden, welche in der entsprechenden Glucose-Kultur deutlich schwächer oder nicht sichtbar 
waren. Die Banden befinden sich auf der Höhe von 60 kDa, 40 kDa und 37 kDa und lassen darauf 
schließen, dass diese Proteine durch das Substrat induziert worden sein könnten.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Für die anschließende Identifizierung der Zielproteine wurde das SDS-Gel aus der 
Abbildung 15 an das Life Science Center der Universität Hohenheim zur Protoemanalyse gegeben. 
Analysiert wurden die beiden Spuren der Zellpellets und die beiden Spuren des Zelllysates der 
Glucose- und Papaverin-Kultur. Pro Spur wurden hierzu alle Proteinbanden aus dem Gel gelöst, 
mit Trypsin behandelt und anschließend die trypsinspezifischen Peptidsequenzen 
massenspektroskopisch ermittelt. 
 
Abbildung 15. Arthrobacter sp. SDS-PAGE der induzierten/nicht-induzierten Zellzustände 
für die Proteomanalyse. 
10 %-ige SDS-PAGE nach Coomassie-Färbung. Die Sterne bezeichnen die Proteinbanden in der 
Papaveri  apaverin-Kultur (Pap: induzierter Zustand), welche aber nicht in der Glucose-Kultur, bzw deutlich 
schwächer sichtbar sind (Glc: nicht-induzierter Zustand). Diese befinden sich auf der Höhe von 
60 kDa, 40 kDa und 37 kDa. Glc: Glucose, Pap: Papaverin. (SDS-PAGE durchgeführt von 
T. Bakker, Bachelor Thesis) 
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Diese Peptidsequenzen wurden gegen die nicht-redundante NCBI-Proteindatenbank 
verglichen, was zur Identifizierung von insgesamt 395 Proteinen führte. Durch direkten Vergleich 
der Proteine aus der induzierten Papaverin-Kultur mit denen der nicht-induzierten Glucose-Kultur 
konnten nun diejenigen Proteine identifiziert werden, welche vermutlich am Papaverinabbau 
beteiligt sind. Aus den 395 eindeutig identifizierten Gesamtproteinen, wurden 84 ausschließlich der 
Papaverin-Kultur zugeordnet (Anhang, Tabelle A-4). Unter diesen 84 Papaverin-induzierten 
Proteinen befanden sich 54 ausschließlich in der Pelletfraktion, 17 in der Lysatfraktion und 13 
konnten in beiden Fraktionen detektiert werden. In dieser Pellet- und Lysatfraktion konnten dabei 
mehrere gesuchte Oxygenasen identifiziert werden, welche in der Übersicht in Tabelle 3 (oben) 
aufgelistet sind.  
Hierbei ist vor allem die gute Peptidabdeckung der 3,4-Dihydroxyphenylacetat 2,3-
Dioxygenase und die Vanillat O-demethylase-Oxygenase (Tabelle 3, (a) und (b)) in beiden 
Fraktionen mit mind. zwei Peptidfragmenten auffällig. Auch entspricht das angegebene 
Molekulargewicht der beobachteten mittleren Proteinbande aus Abbildung 15. Basierend auf den 
Treffern in der NCBI Proteindatenbank handelt es sich bei diesen Oxygenasen um eine extradiol-
ring-spaltende Dioxygenase (a) und die α-Untereinheit einer Dioxygenase des Rieske-Typs (b) mit 
dem Konsensusmotiv CXHX15-17CX2H. Diese Rieske-Typ Dioxygenase konnte ebenfalls in den 
annotierten Genomsequenzen gefunden werden. Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurden 
daraufhin nochmals die annotierte Rieske-Typ Dioxygenase und die elf annotierten 
Monooxygenasen (Tabelle 2) aus Arthrobacter sp. gezielt mit den Proteomdaten abgeglichen.  
So konnte durch diese spezifische Proteinsuche die extradiol-spaltende 3,4-
Dihydroxyphenylacetat 2,3-Dioxygenase (a) erneut mit 11 Peptiden in der Pelletfraktion und 12 
Peptiden in der Lysatfraktion identifiziert wurden. Auch die Rieske-Typ Vanillat O-demethylase 
Oxygenase (b) konnte ebenfalls mit zwei weiteren Peptiden in der Pelletfraktion bestätigt werden 
(Tabelle 3, unten). Zusätzlich wurden noch zwei Monooxygenasen über die Peptidfragmente 
identifiziert. Angesichts der Bedeutung von Dioxygenasen für den Abbau von aromatischen 
Verbindungen und der Tatsache, dass diese Monooxygenase nur in der Lysatfraktion innerhalb der 
spezifischen Suche detektiert wurde, lag der weitere Fokus dieser Arbeit auf den beiden 
Dioxygenasen (a) und (b). 
Bei der Betrachtung der Lokalisation dieser beiden Oxygenasen im Genom zeigte sich für 
die Rieske-Typ Dioxygenase (Tabelle 3, (b)), dass downstream unmittelbar ein weiterer ORF 
anschließt, welcher entsprechend der Genomannotation für eine β-Untereinheit kodiert 
(Abbildung 16B).  
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Tabelle 3. Proteomanalyse und ORF-Proteomsuche in der Arthrobacter sp. Papaverin-Kultur. 
Identifizierte Enzyme 
Peptidanzahl 
Pelletfraktion 
Peptidanzahl 
Lysatfraktion 
Molekular-
gewicht 
Proteomanalyse    
(a) 3,4-Dihydroxyphenylacetat 2,3- 
Dioxygenase 
 
8 
 
7 
 
41 kDa 
   (b) Vanillat O-demethylase Oxygenase-   
         Komponente 
 
2 
 
2 
 
41 kDa 
(c) 3,4-Dihydroxyphenylacetat 2,3- 
Dioxygenase 
 
- 
 
2 
 
28 kDa 
   (d) Monooxygenase - 2 35 kDa 
   (e) 4-Hydroxyphenylacetat 3- 
        Hydroxylase 
 
- 
 
3 
 
54 kDa 
    
Spezifische ORF-Proteomsuche    
(a) 3,4-Dihydroxyphenylacetat 2,3- 
Dioxygenase 
11 12  
      Decarboxylasea 11 8 53 kDa 
      Dehydrogenaseb 14 11 54 kDa 
      Aldolasec 3 4 28 kDa 
      Aminotransferased - 2 58 kDa 
    
   (b) Vanillat O-demethylase-Oxygenase 4 2  
      Decarboxylasee 4 2 29 kDa 
      Dehydrogenasef - 2 33 kDa 
      Rieske-Typ Dioxygenase  
      (β-Untereinheit) 
 
- 
 
- 
 
21 kDa 
aDecarboxylase/Isomerase: 4-Hydroxyphenylacetat abbauende Isomerase Decarboxylase 
bDehydrogenase: 5-Carboxymethyl-2-hydroxymuconat semialdehyd dehydrogenase 
cAldolase: 4-Hydroxy-2-oxo-heptane-1,7-dioat Aldolase 
dAminotransferase: Putative Phenylalanin Aminotransferase 
eDecarboxylase: Orotidin 5´-Phosphat-Decarboxylase 
fDehydrogenase: Glycerol-3-P-Dehydrogenase 
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Diese wurde ebenfalls mit den Proteomdaten verglichen, es konnte hier allerdings keine 
Peptidabdeckung beobachtet werden, weder in der Papaverin-, noch in der Glucose-Kultur. Durch 
die literaturbekannte Bedeutung der α- und β-Untereinheiten von Rieske-Typ Dioxygenasen 
(Ferraro et al. 2005), wurde aber auch dieses ORF ausgewählt, um eine mögliche Bedeutung beim 
Papaverinabbau zu untersuchen. Ebenso wurden die flankierenden ORFs der extradiol-spaltenden 
Dioxygenase (Tabelle 3, (a)) auf eine mögliche Beteiligung am Papaverinabbau mit den 
Proteomdaten abgeglichen und es wurden upstream eine Decarboxylase, sowie eine 
Dehydrogenase identifiziert, als auch downstream eine Aldolase und eine Transferase. Diese 
Transferase, welche als putative Phenylalanin Aminotransferase identifziert worden ist, befindet 
sich als einzige ca. 6.000 Basen downstream entfernt vom ORF der Aldolase und zeigte mit nur 
zwei Peptiden in der Lysatfraktion darüber hinaus eine geringe Peptidabdeckung (Tabelle 3, unten; 
Abbildung 16A). 
 
 
Abbildung 16. Genomische Lokalisation der Arthrobacter sp. Dioxygenasen aus der 
Proteomanalyse. 
Umgebung im Bereich von mehreren tausend Basen up- und downstream um die identifizierten 
Arthrobacter sp. Dioxygenasen aus der Proteomanalyse. A: Scaffold 1 mit der 3,4-Dihydroxyphenylacetat 
2,3-Dioxygenase. B: Scaffold 2 mit der Vanillat O-demethylase Oxygenase Komponente. Schwarze 
Pfeile: identifizierte Dioxygenasen in der Papaverin-Kultur. Graue Pfeile: detektierte Proteine nach 
spezifischer ORF-Proteomsuche. Die Proteinbezeichnungen basieren auf der Annotierung, bzw. 
wurden durch BLASTen gegen die nicht-redundante NCBI und UniProt Proteindatenbank erhalten. 
Die Zahlen geben die Entfernung in Basen an. 
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3.10.1 Strukturmodell der Extradiol-Dioxygenase aus Arthrobacter sp. 
Die identifizierten Peptide aus der Proteomanalyse ergaben überwiegend Proteine aus diversen 
Arthrobacter-Spezies. Dies bestätigte noch einmal die neue Einordnung des bisher als Nocardia sp. 
bezeichneten Organismus zu dieser neuen Gattung. So lieferte eine BLAST Suche in der PDB 
Proteindatenbank eine 92,52 %-ige Sequenzidentität der hier gefundenen extradiol-spaltenden 3,4-
Dihydroxyphenylacetat 2,3-Dioxygenase mit der Homoprotocatechuat (Hpc) 2,3-Dioxygenase aus 
Arthrobacter globiformis (Accession-Nr. 1f1v). Aufgrund der verfügbaren Kristallstruktur dieser Hpc-
2,3-Dioxygenase (Vetting, 2004) und der sehr hohen Sequenzidentität konnte durch Überlagerung 
ein Strukturmodell der 3,4-Dihydroxyphenylacetat 2,3-dioxygenase erstellt werden (T. Bakker, 
Bachelor Thesis). Entsprechend diesem Strukturmodell befindet sich in der Arthrobacter sp. 
Extradiol-Dioxygenase ein Mangan2+ Ion im aktiven Zentrum und wird durch Histidin 159 und 
218, Tyrosin 261 und Glutaminsäure 271 koordiniert (Abbildung 17A). Auch bei der sehr hohen 
Sequenzidentität ist bei diesem Strukturmodell das Template jedoch am C-Terminus um 22 
Aminosäuren kürzer. 
Ein zweites angefertigtes Strukturmodell mit der Homoprotocatechuat 2,3-Dioxygenase 
aus Brevibacterium fuscum (PDB Accession-Nr. 3bza) wies zwar mit 81,39 % eine etwas geringere 
Sequenzidentität auf, deckte den C-Terminus aber besser ab. Außerdem enthält es ein Eisen2+ als 
Metallion im aktiven Zentrum und liegt wie die Extradiol-Dioxygenase aus A. globiformis ebenfalls 
als Homotetramer vor. Das Strukturmodell zeigte durch die hohen Sequenzübereinstimmung auch 
hier eine gute Überlagerung der aktiven Zentren und konservierten Bereiche (Abbildung 17B). 
 
A 
 
 
B 
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3.11 Anzucht, Proteomanalyse und Identifizierung verschiedener Oxygenasen aus 
P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
Im Fall des P. immobile Stamm E (DSM 1986) ist bis heute keine andere C-Quelle als die 
xenobiotischen Phenylverbindungen Antipyrin, Chloridazon und die Aminosäure L-Phenylalanin 
bekannt. In früheren Untersuchungen (Lingens et al. 1985) konnte durch keine der üblichen 
verwertbaren Substrate wie Pentosen, Hexosen oder Inosit, Fettsäuren, Propionat, Citrat, Lactat 
oder alle übrigen Aminosäuren bis auf L-Glutamat Wachstum beobachtet werden. Glutamat oder 
Stoffwechselprodukte wie Pyruvat oder Succinat zeigten in diesen Untersuchungen zwar ein 
schwaches Wachstum, dies äußerte sich allerdings in einer Verdopplungszeit der Zellen von 32, 44, 
bzw. 72 Stunden und schieden daher in dieser Arbeit als alternative Substrate zu den 
Phenylverbindungen aus. Dadurch war es im Fall des P. immobile für die Proteomanalyse nicht 
möglich, wie bei Arthrobacter sp., einen induzierten und eine nicht-induzierten Zellzustand zu 
erzeugen. Für die oben genannten Verbindungen Antipyrin, Chloridazon und Phenylalanin wurden 
Verdopplungszeiten zwischen 7 und 8,5 Stunden gemessen. Allerdings konnten 1981 andere 
Untersuchungen mit Phenylalanin als C-Quelle zwei verschiedene Abbaurouten gezeigt werden 
(Wegst, 1981). Die eine führt über die Hydroxylierung des Phenylrings mittels einer Dioxygenase, 
die andere führte über den initialen Abbau der Seitenkette.  
 Aus diesem Grund wurden einige Wachstumsversuche mit dem hier behandelten Stamm 
E unternommen (50 ml Medium B), um das Wachstum mit Phenylalanin (1 g/l) zu testen. 
Gemessen an der optischen Dichte (OD600) äußerte sich die Adaptierung der P. immobile 
Flüssigkultur beim Überimpfen von Antipyrin (1 g/L) in eine Flüssigkultur mit Phenylalanin (1 g/l) 
durch einer Lag-Phase von ca. einer Woche. Dies deutet auf eine Anpassung des Zellmetabolismus 
an die neue Kohlenstoffquelle hin. Ebenso zeigte die Phenylalanin-Kultur ein leicht langsameres 
Abbildung 17. Strukturmodelle der Extradiol-Dioxygenase aus Arthrobacter sp. 
A: Überlagerung der extradiol-spaltenden Hpc 2,3-Dioxygenase aus Arthrobacter globiformis in blau und 
der Arthrobacter sp. Extradiol-Dioxygenase (3,4-Dihydroxyphenylacetat 2,3-Dioxygenase) in grün. Das 
Mangan-Ion ist in grau dargestellt, mit den koordinierenden Aminosäuren in gold und das Substrat 
Homoprotocatechuat in rot. Die Vergrößerung des aktiven Zentrums um das Mangan-Ion ist rechts 
dargestellt. B: Überlagerung der extradiol-spaltenden Hpc 2,3-Dioxygenase aus Brevibacterium fuscum 
als Homotetramer in blau und der Arthrobacter sp. Extradiol-Dioxygenase (3,4-Dihydroxyphenylacetat 
2,3-Dioxygenase) in grün. Das Eisen-Ion ist schwarz dargestellt, mit den koordinierenden 
Aminosäuren in orange (Stick Modell). Die Vergrößerung des aktiven Zentrums um das Eisen-Ion 
ist rechts dargestellt. (Abbildung erstellt von T. Bakker, Bachelor Thesis) 
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Zellwachstum, als vergleichbare Antipyrin-Kulturen. So erreichte die Kultur mit Phenylalanin eine 
OD600 von 1 nach durchschnittlich 9 Tagen, wohingegen die Antipyrin-Kultur diese OD bereits 
nach ca. 7 Tagen erreichte. Ausgehend von einer frischen Antipyrin-Vorkultur, wurden daher für 
die Proteomanalyse wie zuvor bei Arthrobacter sp. zwei parallele Zellkulturen in Schüttelkolben 
(Medium B, 200 ml in 2 L Erlenmeyerkolben) P. immobile angezogen. Der einen wurde Antipyrin 
als Substrat (1 g/l) zugegeben, und bezeichnete den induzierten Zustand. Der anderen Kultur 
wurde Phenylalanin (1 g/l) zugegeben und bezeichnete den nicht-induzierten Zustand. Beide 
Kulturen wurden in der mittleren Exponentialphase (~ OD600 = 0,7) durch Zentrifugation geerntet 
(9.430 x g, 30 min, 4°C), und das Zellpellet in Tris-HCl Puffer (20 ml) resuspendiert. Nach 
nochmaligem Zentrifugieren wurde das Feuchtgewicht der Kulturen bestimmt und das Zellpellet 
erneut in Tris-HCl Puffer resuspendiert (1 ml/0,1 g Pellet), welchem DTT (20 mM) und SDS (1 %) 
zugegeben wurde. Anschließend wurden die Zellen mittels Ultraschall (45 sec. Puls, 30 sec. Pause, 
4 Zyklen) aufgeschlossen. Arbeiten von Geisler (1979) deuteten darauf hin, dass in P. immobile 
möglicherweise eine membrangebundene Dioxygenase am Abbau beteiligt ist. Daher wurde im 
Unterschied zur Arthrobacter-Kultur die Pellet- und Lysatfraktionen dieses Mal nicht getrennt, 
sondern als Ganzzellsuspension auf ein SDS-Gel (10%) aufgetragen und die Proteine nach ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt (Abbildung 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18. SDS-PAGE der P. immobile Kulturen für die Proteomanalyse. 
Coomassie-gefärbte 10 %-ige SDS-PAGE mit drei Replikaten der Antipyrin- und Phenylalanin-
Kultur. Der weiße Stern bezeichnet Proteinbanden der Antipyrin-Proben (47 kDa), welche in den 
Phenylalanin-Proben nicht zu erkennen sind. Der schwarze Stern bezeichnet Proteinbanden in der 
induzierten Phenylalanin-Kultur (50 kDa), welche in den Antipyrin-Proben deutlich schwächer sind. 
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Bei der Proteomanalyse wurde das gleiche Verfahren angewendet, wie bereits für 
Arthrobacter sp. (3.10). Die Peptidsequenzen wurden ebenfalls gegen die nicht-redundante NCBI 
Datenbank verglichen. Dies führte zur eindeutigen Beschreibung von 70 Proteinen. Allerdings 
konnten beinahe alle diese Proteine beiden Kulturen (Antipyrin und Phenylalanin) zugeordnet 
werden. Darüber hinaus befand sich unter den 70 beschriebenen Proteinen keine Oxygenase. Aus 
diesem Grund wurden die Proteomdaten spezifisch nach den annotierten Proteinsequenzen der 18 
Rieske-Typ Dioxygenase-, sowie nach allen 6 Extradiol-Dioxygenase-ORFs aus Tabelle 2 
durchsucht. Tabelle 4 zeigt alle in dieser spezifischen Proteomsuche identifizierten Oxygenasen. 
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Tabelle 4. Spezifische Proteomsuche der P. immobile Stamm E-Kulturen. 
Identifizierte Dioxygenasen in 
spezifischer Proteomsuchea 
Peptidanzahl 
Antipyrin 
Peptidanzahl 
Phenylalanin 
Molekular-
gewicht 
Globale 
Annotationb 
Position im Genomc 
Rieske-Typ Dioxygenasen      
   Dioxygenase 3 (β-Untereinheit) 6 6 22 kDa Biphenyl-dioxygenase beta 
subunit 
Scaffold 2: 
207087-207633(-) 
   Dioxygenase 4 (α-Untereinheit) - 3 62 kDa 3-phenylpropionate cinnamic acid 
dioxygenase subunit alpha 
Scaffold 1: 
3614-5012(-) 
   Dioxygenase 6 (α-Untereinheit) 3 - 43 kDa Rieske (2fe-2s) domain-containing 
protein 
Scaffold 1: 
82414-83542(-) 
   Dioxygenase 8 (α-Untereinheit) 2 - 50 kDa - Scaffold 1: 
497066-498403(+) 
   Dioxygenase 16 (α-Untereinheit) 2 3 52 kDa 3-phenylpropionate cinnamic acid 
dioxygenase subunit alpha 
Scaffold 1: 
1550566-1551958(+) 
   Dioxygenase 18 (α-Untereinheit) - 2 51 kDa 3-phenylpropionate cinnamic acid 
dioxygenase subunit alpha 
Scaffold 1: 
1553712-1555089(+) 
   Dioxygenase 21 (α-Untereinheit) - 4 51 kDa 3-phenylpropionate cinnamic acid 
dioxygenase subunit alpha 
Scaffold 1: 
1561383-1562760(+) 
   Dioxygenase 30 (α-Untereinheit) 8 11 51 kDa Aromatic ring-hydroxylating 
dioxygenase 
Scaffold 5: 
24-987(+) 
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Extradiol-Dioxygenase 
     
   Extradiol-Dioxygenase 3 11 11 34 kDa Extradiol ring-cleavage 
dioxygenase class iii protein 
subunit b 
Scaffold 1:  
1035914-1036847(+) 
   Extradiol-Dioxygenase 4 14 14 36 kDa - Scaffold 1: 
103695-1037892(+) 
   Extradiol-Dioxygenase 6 16 14 36 kDa - Scaffold 2: 
201037-202023(-) 
azur eindeutigen Unterscheidung und aufgrund der mehrfach gleichen Annotation wurden die Dioxygenasen aufsteigend nummeriert 
bsofern durch die globale Annotation identifiziert, ist die annotierte Bezeichnung angegeben 
cdas (+), bzw. (-) gibt die Leserichtung des Gens an 
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Durch diese spezifische Proteomsuche konnten sieben α-Untereinheiten, sowie eine β-
Untereinheit der Rieske-Typ Dioxygenasen in den P. immobile Proteomdaten identifiziert werden. 
Unter diesen acht Untereinheiten zeigten die der Dioxygenase 3 und 30 der höchsten Abdeckung 
durch die Peptidanzahl in beiden Kulturen. Die Untereinheit der Dioxygenase 16 zeigte eine leicht 
schlechtere Peptidabdeckung, konnte aber ebenfalls in beiden Kulturen detektiert werden. Im Fall 
der gesuchten extradiol-spaltenden Dioxygenasen, konnten drei mit einer hohen Peptidabdeckung 
eindeutig identifiziert werden. Dies sprach dafür, dass ebenfalls auch sie vermutlich im Abbauweg 
der Substrate involviert sind. 
 Bei der Betrachtung der Lokalisation sowohl der Dioxygenasen 3, 16 und 30, als auch die 
sie umgebenden ORFS auf genomischer Ebene, konnten mehrere Besonderheiten festgestellt 
werden (Abbildung 19). Zum einen stellte sich heraus, dass sich alle drei Untereinheiten auf 
unterschiedlichen Scaffolds befinden (Dioxygenase 3: Scaffold 2, Dioxygenase 16: Scaffold 1, 
Dioxygenase 30: Scaffold 5) und damit in weiter Distanz zu einander. Zum anderen stellte sich 
heraus, dass sich die β-Untereinheit (Dioxygenase 3) isoliert im Scaffold 2 befindet und damit weit 
entfernt von einer der anderen detektierten oder annotierten α-Untereinheiten (Abbildung 19A). 
Ebenso auffällig war es, dass sich die α-Untereinheit der Dioxygenase 16 innerhalb eines 
Genclusters aus weiteren drei vollständigen Genen und einem Genfragment befand, welche 
ebenfalls für α-Untereinheit von Rieske-Typ Dioxygenasen kodieren (Abbildung 19B). Diese 
weiteren Dioxygenasen (15, 17, 18 und 19) konnten jedoch in den Proteomdaten auch in der 
spezifischen Suche nicht detektiert werden. 
Die Dioxygenase 30 zeigte bis dahin aber im Scaffold 5 die interessanteste Lokalisation 
Abbildung 19C). Entsprechend der Genomsequenzierung handelt es sich hierbei mit 17,7 kb um 
eins der kleineren Scaffolds. Laut Annotation befindet sich hier das Gen, welches für die Rieske-Typ 
Dioxygenase 30 kodiert. In parallelen Experimenten stellte sich jedoch heraus, dass dieses Scaffold 
5 unvollständig ist und ein natürliches Plasmid des Phenylobacteriums darstellen könnte (siehe 
nächster Abschnitt 3.12). Auf diesem Plasmid befinden sich zusätzlich zu dieser Dioxygenase 30 
upstream zwei weitere ORFs, welche für eine weitere putative α-Untereinheit einer Dioxygenase 
und eine Transposase kodieren (Abbildung 19C). Diese weitere putative α-Untereinheit 
Dioxygenase 31 konnte aber ebenfalls auch durch die spezifische Suche in den Proteomdaten nicht 
detektiert werden. Über die Bedeutung von Plasmiden in Xenobiotika-abbauenden 
Mikroorgenismen wurde allerdings schon häufig berichtet. Daher könnte dieses Plasmid ebenfalls 
in dem hier untersuchten P. immobile Stamm eine Bedeutung beim Antipyrinabbau besitzen. 
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Abbildung 19. Genomische Lokalisation der identifzierten Dioxygenasen aus P. immobile. 
Umgebung im Bereich von mehreren Tausend Basen up- und downstream um die identifizierten 
P. immobile Dioxygenasen nach spezifischer Protein-Suche in den Proteomdaten. A: Scaffold 2 
(Dioxygenase 3). B: Scaffold 1 (Dioxygenase 16), C: Scaffold 5 / identifiziertes natürliches Plasmid 
(Dioxygenase 30), D: Scaffold 1 (Extradiol-Dioxygenase 3, 4). Schwarze Pfeile: annotierte Proteine, 
welche in den Proteomdaten identifiziert wurden. Graue Pfeile: umgebende ORFs der identifizierten 
Dioxygenasen, welche nach erweiterter, spezifischer Proeteomsuche detektiert wurden. Die 
Proteinbezeichnungen basieren auf der Annotierung, bzw. wurden durch die nicht-redundante 
NCBI, bzw. UniProt Proteindatenbank erhalten. Die Zahlen geben die Entfernung in Basen an. 
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Die Lokalisation der Dioxygenase 30 auf diesem Plasmid, zusammen mit der guten 
Pepetidabdeckung sowohl dieser als auch der Dioxygenase 16 (beides α-Untereinheiten) und der 
Dioxygenase 3 (β-Untereinheit) deuteten darauf hin, vielversprechende Kandidaten für das weitere 
Vorgehen in dieser Arbeit zu sein. Die beiden extradiol-spaltenden Dioxygenasen 3 und 4, welche 
durch eine hohe Peptidabdeckung ebenfalls als relevant für den Abbau von sowohl Antipyrin und 
Phenylalanin identifiziert werden konnten, befinden sich im Scaffold 1 unmittelbar benachbart 
zueinander (Abbildung 19D). Dies zeichnete sie ebenfalls als Kandidaten für die weiteren 
Untersuchungen aus. 
 
3.12 Identifizierung von natürlicher Plasmid-DNA aus P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
Im Jahr 1981 berichtete die Arbeitsgruppe um Lingens (Kreis et al. 1981) erstmals über Plasmide 
in verschiedenen Phenylobacterium-Stämmen. Dabei wurde eine mögliche Verbindung zwischen der 
Anwesenheit dieser Plasmide und der Fähigkeit dieser Stämme aufgezeigt, Antipyrin als C-Quelle 
zu verwerten. Um die Frage zu klären, ob sich in dem hier untersuchten Stamm E ein solches 
Plasmid befindet, wurde im Folgenden versucht aus einer Antipyrin-Kultur vorhandene Plasmid-
DNA zu isolieren.  
 Für die Plasmid Isolierung wurde daher eine frische 100 ml Zellkultur mit Antipyrin (1 g/l) 
nach acht Tagen Inkubation geerntet (9.430 x g, 30 min, RT). Die Plasmid Isolierung erfolgte 
anschließend über das Zyppy MiniprepTM Kit (Zymo Research Europe GmbH) nach 
Herstellerangabe. Bei der folgenden photometrischen Messung (Methoden, 2.2.7) konnte eine 
DNA-Konzentration um 80 ng/µl gemessen werden. Um dies visuell zu bestätigen, wurde parallel 
ein Aliquot der Plasmid Isolierung nach einem Restriktionsverdau über Nacht mit mehreren 
Restriktionsenzymen durchgeführt (70-100 ng Plasmid DNA, 10 Units Enzym, 3 µl 
Reaktionspuffer, 30 µl Endvolumen). Mithilfe eines präparativen Agarosegels (0,7 %) konnte dieser 
Restriktionsverdau anschließend visuell bestätigt werden (Abbildung 20, links). 
Für ein Restriktionsenzym Mapping der Plasmid DNA wurde eine neue Zellkultur 
angezogen, um mehr DNA Material zu generieren. Nach erneuter Plasmid Isolierung wurde die 
Plasmid DNA mit insgesamt 24 kommerziell erhältlichen Restriktionsenzymen (Abbildung 20 zeigt 
eine Auswahl dieser Enzyme) in Einzel- und Doppelverdauansätzen behandelt. Dadurch sollte 
zum einen versucht werden die Größe des Plasmids abzuschätzen. Zum anderen sollten für eine 
mögliche Klonierung in einen E. coli Vektor jene Restriktionsenzyme gefunden werden, deren 
Erkennungssequenz lediglich ein- bis zweimal vorkommt. Im linken und rechten analytischen 
Agarosegel (Abbildung 20, Spuren 1 und 15) wurde als Kontrolle unverdaute Plasmid DNA 
aufgetragen. Die DNA Bande auf Höhe etwas oberhalb der 5 Kilobasen-Markerbande (kb) war bei 
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beinahe allen getesteten Verdauansätzen zu beobachten und könnte für nicht vollständig verdaute 
DNA sprechen. Allgemein ließen die beobachteten DNA Banden darauf schließen, dass es sich 
bei der isolierten DNA um ein Plasmid von etwa 20 kb handelt. Bei dem Restriktionsenzym-
Mapping zeigten XbaI und BspTI (Abbildung 20: Spuren 8, 16 und Spuren 13, 19) jeweils mehrere 
Male eine starke Bande auf der Höhe von 20 kb und die erwähnte Bande bei 5 kb. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Unter Verwendung des Restriktionsenzyms XbaI wurde das Verfahren der sog. Blau-Weiß-
Selektion angewendet (Material, 2.3.15), um die Plasmid-DNA aus P. immobile in den E. coli 
Klonierungsvektor pUC18 zu klonieren und anschließend sequenzieren zu können. Die Plasmid 
DNA als auch der pUC18 Vektor wurden mit XbaI geschnitten, die Ansätze mit dem DNA Clean 
& ConcentratorTM Kit (Zymo Research Europe GmbH) nach Herstellerangabe gereinigt und 
konzentriert und miteinander ligiert. Aufgrund der resultierenden Vektorgröße von über 20 kb, 
wurde der Ligationsansatz mittels Elektroporation in elektrokompetente E. coli XL1-blue Zellen 
transformiert und auf LB Agarplatten mit IPTG (0,5 mM) X-Gal (80 µg/ml) und Ampicillin 
(100 µg/ml) ausplattiert. Die Platten wurden anschließend bei 37°C über Nacht inkubiert. Zur 
Überprüfung einer erfolgreichen Klonierung, wurden mehrere weiße Kolonien gepickt, die Plasmid 
DNA isoliert und mithilfe von pUC18-Standardprimern (Material, 2.1.6) ansequenziert. Das 
erfolgreich klonierte Konstrukt erhielt daraufhin die Bezeichnung pPEX (für Plasmid-DNA aus P. 
immobile Stamm E, kloniert in pUC18 über XbaI). Die vollständige Sequenzierung des pUC18 
Inserts erfolgte anschließend mittels Primerwalking. Die Auswertung dieser Sequenzierung lieferte 
 
Abbildung 20. Restriktionsverdau Mapping putativer Plasmid-DNA aus P. immobile. 
0,7%-ige Agarosegele, 50 V, 3 h. Getestete Restriktionsenzyme in den Spuren 1: unverdaute DNA, 
2: NcoI, 3: KpnI, 4: NotI, 5: PstI, 6: EcoRI, 7: BamHI, 8: XbaI, 9: XhoI, 10: Hin6I, 11: HindIII, 12: 
NboI, 13: BspTI, 14: NotI, 15: unverdaute DNA, 16: XbaI, 17: NheI, 18: XbaI und NheI, 19; BspTI, 
20: PstI, 21: BglII. 
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eine durchgehende Basensequenz von 19.243 Basenpaaren (bp) Länge und entspricht den 
beobachteten Banden aus den Spuren 8 und 16 der Abbildung 20. Ein Sequenzalignment des pPEX 
Plasmids mit dem 17,7 kb großen Scaffold 5 (Abbildung 19C) zeigte eine 82,6 %ige 
Übereinstimmung. Die überlappenden Bereiche stimmten allerdings zu 100 % überein. Die 
fehlende Übereinstimmung ist damit auf die unterschiedliche Länge beider Sequenzen 
zurückzuführen. Dies sprach dafür, dass es sich beim Scaffold 5 um ein Fragment des natürlichen 
Plasmids aus dem P. immobile Stamm E handelt. 
Die ORF-Suche und entsprechende Annotierung innerhalb dieser neuen Plasmid-DNA 
führte zur Identifizierung der Plasmid-kodierten Rieske-Typ Dioxygenase 30 (siehe letzter 
Abschnitt 3.11, Abbildung 19C), sowie 143 bp upstream zu einem zweiten ORF derselben 
Orientierung, welcher aufgrund diverser Datenbanktreffer als Dioxygenase 31 (ebenfalls α-
Untereinheit) annotiert wurde. Trotz diverser Treffer in verschiedenen Proteindatenbanken fehlt 
dieser Untereinheit allerdings das charakteristische Rieske-Motiv (CXHX15-17CX2H).  
Zusätzlich zu diesen Oxygenasen befindet sich ein weiterer ORF auf dem sequenzierten 
Plasmid, welcher vermutlich an der bakteriellen Konjugation beteiligt ist, sowie ein Transposasegen 
153 bp upstream der Dioxygenase 31 (Abbildung 19C). Diese beiden ORFs deuten nicht nur auf 
genetische Mobilität per horizontalen Gentransfer wie bei zahlreichen anderen Aromat-
abbauenden Mikroorganismen hin, sondern ebenso auf Variabilität innerhalb des Organismus über 
Transposons oder transposomale Elemente.  
 
3.13 Klonierung ausgewählter Rieske-Typ Dioxygenasen aus Arthrobacter sp. und 
P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
Aus Gründen der Übersichtlichkeit erhielten die bis zu diesem Zeitpunkt der Arbeit eingegrenzten 
Rieske-Typ Dioxygenasen spezifische Bezeichnungen (Tabelle 5).  
Bei den identifizierten Rieske-Typ Dioxygenasen handelt es sich um sog. Rieske non-heme 
iron aromatic ring-hydroxylating oxygenases (kurz: RHOs) (Kweon et al. 2008). Wie bereits in der 
Einleitung erläutert, handelt es sich dabei um multi-komponent Enzymkomplexe, die aufgrund 
ihres Aufbaus in fünf RHO-Typen eingeteilt und unterschieden werden. Allen Typen gemeinsam 
ist die katalytisch aktive und substratumsetzende α-Untereinheit, einer in vielen Fällen 
vorhandenen β-Untereinheit und einer Elektronentransportkette (kurz ETC, electron transport 
chain). Diese besteht aus einer spezifischen Reduktase und einem Ferredoxin als 
Elektronenüberträger. Die Unterscheidung der fünf RHO-Typen nach Kweon (Kweon et al. 2008) 
basiert vorwiegend auf dem Aufbau der RHOs und der Anzahl, sowie Art der einzelnen 
Enzymkomponenten. Für die katalytische Aktivität aller RHOs ist die spezifische 
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Elektronentransportkette jedoch unerlässlich (Ferraro et al. 2005). So sind in vielen verschiedenen 
bekannten Aromat-abbauenden Mikroorganismen die beteiligten Enzyme in Genclustern 
organisiert. Wie aber aus den Abbildungen 16B und 19A-C hervorgeht, scheinen solche Gencluster 
jedoch bei keinem der beiden hier untersuchten Mikroorganismen vorzuliegen. Zwar konnten im 
Genom von P. immobile drei Ferredoxine und zwei Ferredoxin-Reduktasen, sowie im Genom von 
Arthrobacter sp. zwei Ferredoxine und vier Ferredoxin-Reduktasen annotiert werden (siehe Tabelle 
2), doch die entsprechenden ORFs befinden sich ähnlich wie die der identifizierten Dioxygenasen 
über mehrere Scaffolds verstreut. 
 
Tabelle 5. Spezifische Bezeichnung der Rieske-Typ Dioxygenasen aus Arthrobacter sp. und 
P. immobile. 
Dioxygenase  Bezeichnunga,b 
Arthrobacter sp.   
   Vanillat O-demethylase-Oxygenase (α-Untereinheit)  As-DO1 
   Vanillat O-demethylase-Oxygenase (β-Untereinheit)  As-DO2 
   
P. immobile   
   Dioxygenase 16 (α-Untereinheit)  Pi-DO16 
   Dioxygenase 30 (α-Untereinheit)  Pi-DO30 
   Dioxygenase 31 (α-Untereinheit)  Pi-DO31 
   Dioxygenase 3 (β-Untereinheit)  Pi-DO3 
a As: Arthrobacter sp.; Pi: Phenylobacterium immobile 
b bei Klonierung mehrerer Oxygenasegene in ein Konstrukt, erfolgte die Bezeichnung durch Nummerierung 
mit Bindestrich: As-DO1-2, Pi-DO30-31 
 
Dies und die Fülle von weiteren potentiell in Frage kommenden Reduktasen und [2Fe-2S]-
Enzymen im Genom der beiden Mikroorganismen erschwerte die spezifische Zuordnung zum 
Enzymkomplex. In verschiedenen veröffentlichten Untersuchungen konnte jedoch gezeigt 
werden, dass nach heterologer Expression von Dioxygenasen die Aktivität durch wirtseigene 
Reduktasen, bzw. Ferredoxinen hergestellt werden konnte (Khara, 2014).  
Eine parallele Forschungsarbeit am Institut beschäftigt sich u.a. mit der Naphthalin 
Dioxygenase nahAc (ENA Accession-Nr. AF306426.1) aus Pseudomonas putida (Karlsson et al. 2003). 
Diese P. putida RHO befinden sich auf dem T7-Expressionsvektoren pDTG141-NDO (enthält die 
Naphthalin Dioxygenase (α- und β-Untereinheit), Ferredoxin und Ferredoxin-Reduktase aus 
P. putida) (Anhang, Abbildung A-6). Im Folgenden sollten die α- und β- Untereinheit der 
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Naphthalin Dioxygenase im pDTG141 Vektor gegen die RHOs aus Arthrobacter sp. bzw. P. immobile 
ausgetauscht werden. Durch eine anschließende Expression und Biotransformation in E. coli sollte 
untersucht werden, ob deren Aktivität entweder durch die Naphthalin Ferrodoxin/Ferrodoxin-
Reduktase oder alternativ durch E. coli eigene Reduktasen/Ferredoxine hergestellt werden kann.  
 Proteinsequenzvergleiche der α-Untereinheiten zwischen der Naphthalin-Dioxygenase 
NDO und den RHOs aus P. immobile und Arthrobacter sp. sind in Tabelle 6 aufgeführt.  
 
Tabelle 6. Proteinsequenzvergleiche der α-Untereinheiten der RHOs aus P. immobile und 
Arthrobacter sp. mit der RHO aus Pseudomonas putida (NDO). 
RHOs NDO Identität [%] NDO Ähnlichkeit [%] 
P. immobile   
   Pi-DO16 29,7 45,0 
   Pi-DO30 28,9 44,8 
   Pi-DO31 18,6 26,3 
   
Arthrobacter sp.   
   As-DO1 18,9 28,6 
 
 Die Vergleiche lieferten für Pi-DO16 und Pi-DO30 aus P. immobile beinahe identische 
Ergebnisse mit um 29 % Identität und 45 % Änlichkeit. Die Sequenzhomologie für Pi-DO31 ist 
dagegen geringer. Dies ist aber durch das Fehlen des Rieske-Motivs zu erklären. Mit knapp 19 % 
Sequenzidentität und knapp 29 % Ähnlichkeit zeigte As-DO1 die geringste Übereinstimmung. 
Ähnlich wie die P. immobile RHOs Pi-DO30 und Pi-DO31 wurde auch die Naphthalin Dioxygenase 
auf einem extrachromosomalen Megaplasmid in P. putida gefunden (Dennis & Zylstra, 2004). 
Daher wurden die beiden Plasmid kodierten P. immobile RHOs, sowie die identifizierten 
Arthrobacter sp. RHOs für den Austausch der Pseudomonas RHOs ausgewählt. Die beiden α-
Untereinheiten Pi-DO30 und As-DO1 wurden jeweils einzeln, als auch zusammen mit den beiden 
anderen putativen Untereinheiten Pi-DO31 und As-DO2 in den Expressionsvektor pDTG141 
kloniert.  
Für die Klonierung wurden die Restriktionsenzyme BcuI und XbaI gewählt. Deren 
Erkennungssequenz befand sich weder innerhalb der zu klonierenden RHOs, noch der 
Pseudomonas-Ferredoxin, bzw. -Reduktasen. Die Arthrobacter sp. und P. immobile RHOs wurden 
mittels PCR (Material, 2.2.10) mit den entsprechenden Erkennungssequenzen am Genanfang 
(BcuI) und Genende (XbaI) amplifiziert und durch Restriktionsverdau für die Klonierung 
vorbereitet. Die entsprechend fehlende BcuI Schnittstelle innerhalb des pDTG141-NDO 
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Expressionsvektors wurde mittels QuikChange (Material, 2.2.12) eingeführt. Die α/β-Untereinheit 
der NDO wurde anschließend mithilfe der BcuI/XbaI Restriktionsenzyme aus dem pDTG141 
Vektor herausgeschnitten und durch die RHOs aus Arthrobacter sp. und P. immobile ersetzt. Die 
Mutagenese und die erfolgreich generierten Hybridkonstrukte wurden durch Sequenzierung 
überprüft. Nachfolgend sind die Bezeichnungen aufgeführt: 
 
 
 
 
Die Abkürzung ETC im Index (NDOETC) bezieht sich auf die Enzyme der 
Elektronentransportkette (Ferredoxin, Ferredoxin-Reduktase) des Naphthalin Dioxygenase 
Komplexes. Die Klonierung der Arthrobacter sp. Hybridkonstrukte, ihre anschließende 
Proteinexpression, Biotransformation und LC-MS Analyse wurde im Rahmen einer Bachelorarbeit 
von T. Bakker durchgeführt. 
 
3.13.1 Expression und Biotransformation der Arthrobacter Hybridkonstrukte  
Im ersten Durchgang wurden die Arthrobacter-NDO-Hybridkonstrukte pDTG141_As-
DO1_NDOetc und pDTG141_As-DO1-2_NDOetc exprimiert. Als Kontrolle diente der Vektor 
pT7-7. Aufgrund der Arthrobacter Codon-Usage der RHOs wurde die Expression in E. coli 
Rosetta(DE3) pRARE durchgeführt. Durch Ko-Expression des pRARE Plasmids verfügt der 
Stamm über zusätzliche, in E. coli seltene tRNAs, wie bspw. das in As-DO1 fünfmal und in As-
DO2 zwölfmal vorkommende Prolin Codon CCC.  
Aus jeweils frisch transformierten Übernachtkulturen wurden je 400 ml LB Medium (2 L 
Erlenmeyerkolben ohne Schikanen) mit dem entsprechenden Antibiotikum auf eine Start-OD600 
von 0,3 beimpft und inkubiert (37°C, 180 rpm). Bei Erreichen einer OD600 von 0,6-0,8 wurden die 
Zellkulturen auf 30°C abgekühlt und die Proteinexpression durch Zugabe von Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid (IPTG, 0,2 mM) induziert. Nach 2-stündiger Expression (30°C, 180 rpm) 
wurden die Zellkulturen durch Zentrifugation geerntet (Beckmann Coulter® Rotor JA10, 
9.430 x g, 4°C, 24 min) und das Zellpellet in Kaliumphosphatpuffer (KPi, 100 mM, pH 7,2) 
resuspendiert (0,2 g Zellen/ml Feuchtgewicht). Die Zellen wurden anschließend in die 
Biotransformation eingesetzt.  
Zur Überprüfung der Expression wurden parallel von allen Zellkulturen vor und nach der 
Induktion mit IPTG jew. 15 ml Kultur entnommen, abzentrifugiert (7.958 x g, 4°C, 20 min) und 
das Zellpellet in 5 ml Aufschlusspuffer (Tris-HCl, 100 mM, pH 8,0, 20 mM DTT) resuspendiert. 
 pDTG141_Pi-DO30_NDOETC 
 pDTG141_Pi-DO30-31_NDOETC
  
 pDTG141_As-DO1_NDOETC 
 pDTG141_As-DO1-2_NDOETC 
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Per Ultraschall wurden die Zellen anschließend aufgeschlossen (45 sec. Puls, 30 sec. Pause, 3 
Zyklen). Zur Analyse der Expression wurde pro Kultur jeweils eine Ganzzellprobe, sowie nach 
nochmaligem Zentrifugieren (7.958 x g, 4°C, 30 min) eine Zelllysatprobe auf ein 10 %ige SDS-
PAGE aufgetragen und die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (nicht 
gezeigt; durchgeführt von T. Bakker, Bachelor Thesis). In dieser SDS-PAGE Analyse konnte bei 
beiden Hybridkonstrukten eine Expressionsbande oberhalb der 40 kDa Markerbande identifiziert 
werden. Mit einem errechneten Molekulargewicht von 41,5 kDa sprach dies für die Expression der 
As-DO1. Die übrigen exprimerten Enzyme, wie Reduktase, Ferredoxin oder As-DO2 konnten in 
dieser Analyse jedoch nicht identifiziert werden. 
Die im KPi Puffer resuspendierten Expressionskulturen wurden in der Biotransformation 
mit Papaverin (1 mM) als Substrat eingesetzt. Das Reaktionsvolumen betrug 1 ml in 1,5 ml 
Reaktionsgefäßen: 890,1 µl Zellsuspension (0,2 g Zellen/ml KPi), 9,9 µl Glucoselösung (20 mM 
Endkonzentration) zur Kofaktor Regenerierung und 100 µl Papaverinlösung (10 mM in absolutem 
Ethanol gelöst, 1 mM Endkonzentration) eingesetzt. Als Kontrolle wurden parallele Ansätze mit 
Substrat in KPi, Puffer ohne Zellen mitgeführt. Die Biotransformation wurde in Duplikaten bei 
28°C unter leichtem Schütteln durchgeführt, mit Probenentnahme nach 24 h, 48 h und 72 h. Für 
die anschließende Analyse mittels reversed-phase Flüssigchromatographie gekoppelt mit 
Massenspektrometrie (LC-MS) wurden die Proben abzentrifugiert (14.000 rpm, 10 min), der 
Überstand filtriert (0,4 µm Porengröße) und zellfrei in gläserne Probenvials überführt. Die Analyse 
erfolgte über ein C8-Säulenmaterial (Agilent® Eclipse XDB C8, 2,1 x 150 mm, 3,5 µm) als 
stationäre Phase, mit Ammoniumformiat (5 mM) und Methanol mit 0,01% Ameisensäure als 
mobile Phase im Verhältnis von 75:25 und einem 12-minütigen Stufengradienten (T. Bakker, 
Bachelor Thesis). 
Abbildung 21A zeigt das LC Chromatogramm für das Hybridkonstrukt pDTG141_As-
DO1_NDOETC (ohne die β-Untereinheit), pT7-7, sowie der zellfreien Kontrolle nach 24 h 
Papaverinumsetzung (T. Bakker, Bachelor Thesis). Per UV-Detektion bei 250 nm konnten hier 
zwei Peaks identifiziert werden. Beim ersten Peak mit einer Retentionszeit (RT) unter einer Minute 
handelte es sich um stark polare Substanzen. Der zweite Peak zeigte eine RT von 3.185 min. Dies 
sprach für eine deutlich unpolarere Verbindung. Beide Peaks konnten in der Probe As-DO1 als 
auch pT7-7 identifiziert werden und deutlich kleiner in der zellfreien Kontrolle. Was dafür sprach, 
dass es bei dem zweiten um den Papaverinpeak handelte. Das Fragmentierungsmuster der 
Massenspektrometrie im psositiv Scan Modus bestätigte diese Vermutung (Abbildung 21D rechts, 
21E). Bei allen Proben konnten unterhalb dieses Peaks bei 3,185 min nur die Papaverinmasse 
[M+H+]+ und [M+2H+]+ detektiert werden. So auch beim deutlich kleineren Substratpeak der 
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zellfreien Kontrollprobe. Der Konzentrationsunterschied zu den beiden Proben mit Zellen ist auf 
die Probenvorbereitung vor der Analyse zurückzuführen, bei der es zu einer zusätzlichen 
Verdünnung der Probe kam. Bis auf diese beiden, zeigte die LC Analyse bei 250 nm allerdings 
keine weiteren Peaks, die auf ein Hydroxylierungsprodukt des Papaverins hindeuten würden.  
Ein zusätzlicher Peak mit einer RT von 2,095 min, was auf eine höhere Polarität als das 
Papaverinsubstrat hindeutet konnte im entprechenden Chromatogramm des Massenspektrums 
(positiv Scan) der As-DO1 Probe nach 24 h Umsetzung detektiert werden (Abbildung 21B). 
Entsprechend fehlt dieser Peak in der zellfreien Kontrolle, als auch in der Kontrollprobe mit pT7-
7. Eine Analyse des Fragmentierungsmusters unterhalb dieses Peaks (Abbildung 21D, links) zeigte 
vor allem die Massen 298.1 g/mol, 312.1 g/mol und 326,1 g/mol. Unter Beachtung der positiven 
Ionisierung und damit der errechneten Molekülmasse +1 g/mol [H+], entsprechen sie den beiden 
möglichen hydroxylierten Papaverinmetaboliten (4), (5) und (6) aus Abbildung 21F. Die Masse 
313,1 g/mol könnte ebenfalls auf den Metaboliten (5) hindeuten, der zweifach positiv ionisiert 
wurde. Das Fragmentierungsmuster unterhalb des zusätzlichen Peaks könnte erste Hinweise auf 
die mögliche Position der Hydroxylierung geben: diese Massen weisen auf eine Hydroxylierung, 
bzw. Demethylierung einer, zwei bzw. drei der peripheren Methoxygruppe(n) durch die klonierte 
α-Untereinheit As-DO1 hin. Derselbe 2,095 min-Peak und die gleichen Fragmentierungsmuster 
konnte ebenfalls bei den 48 und 72 h Proben detektiert werden (Abbildung 21C). Ob die 
Demethylierung der Metaboliten (4), bzw. (5) jedoch am Isochinolin-Teil oder am Phenyl-Teil des 
Moleküls stattgefunden hat, kann aufgrund des Fragmentierungsmusters nicht gesagt werden, da 
die Masse des Moleküls in den entsprechenden Fällen identisch wäre. Folglich lässt sich auch die 
genaue Position der freien Methoxygruppen aufgrund der alleinigen Masse nicht vorhersagen.  
Die übrigen Massen konnten keinem weiteren der putativen Hydroxylierungsmetaboliten 
(Abbildung 21F) zugeordnet werden. Die Analyse der Biotransformation mit As-DO1-2 (α- und 
β-Untereinheit) zeigte den gleichen Produktpeak bei 2,095 min im Massenspektrum, sowie 
ebenfalls das gleiche Fragmentierungsmuster (Anhang, Abbildung A-9). Auch hier konnten die 
Massen 312.1 g/mol, 326,1 g/mol und 298.1 g/mol detektiert und ebenso den 
Hydroxylierungsmetaboliten (4), (5) und (6) zugeordnet werden.  
Dies bestätigte die bereits beboachtete Hydroxylierung für As-DO1 und zeigte, dass die 
Arthrobacter Hybridkonstrukte zum einen funktionell in E. coli Rosetta(DE) pRARE exprimiert 
wurden und zum anderen, dass eine Hydroxylierung von Papaverin bereits durch die α-
Untereinheit der Arthrobacter sp. RHO möglich ist.  
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E 
Papaverin 
 
(339,15) 
    
  
F (1) 
 
(2) 
 
(3) 
 
  (373,15)  (371,14)  (355,14) 
 (4) 
 
(5) 
 
(6) 
 
  (325,13)  (311,12)  (297,10) 
 (7) 
 
    
  (283,08)     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.13.2 Expression und Biotransformation der Phenylobacterium Hybridkonstrukte  
Die Expression der Phenylobacterium Hybridkonstrukte pDTG141-Pi-DO30_NDOETC und 
pDTG141-Pi-DO30-31_NDOETC wurde ebenfalls in E. coli Rosetta(DE3) pRARE durchgeführt. 
Dies war wie schon unter 3.2.8 nötig, da bereits das Gen für Pi-DO30 11 in E. coli seltene 
Aminosäurecodons enthält (7 x CCC für Prolin, 2 x CTA für Leucin, 1 x CGA für Arginin, 1x 
ATA für Isoleucin). 
 
Abbildung 21. Reversed Phase LC-MS Analyse der Papaverin Biotransformation des 
Arthrobacter Hybridkonstrukts pDTG141_As-DO1_NDOETC (As-DO1). 
A: LC-Chromatogramm (250 nm) der exprimierten As-DO1, pT7-7, zellfreien Papaverin-Kontrolle 
nach 24 h Papaverinumsetzung. B: Zugehöriges Massenspektrum mit As-DO1, pT7-7, zellfreien 
Papaverin-Kontrolle. C: Massenspektrum aus B im positiven Scan Modus mit den As-DO1 48 h und 
72 h Proben. D: Fragmentierungsmuster des Peaks bei 2,095 min (links) und 3,185 min (rechts) im 
positiven Scan Modus. Die relevanten Massen sind fett hervorgehoben. E: Papaverin mit exakter 
Molekülmasse. F: Mögliche Hydroxylierungsprodukte (1) - (7). Chromatogramme und 
Fragmentierungsmuster wurden anhand der Originalabbildungen mit Gimp 2.8 erstellt. (LC-MS 
Analyse durchgeführt von T. Bakker, Bachelor Thesis) 
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Als Kontrollen diente der Leervektor pET21b(+), sowie der parentale pDTG141-NDO 
Expressionsvektor. Aus jeweils frisch transformierten Übernachtkulturen wurden je 400 ml LB 
Medium (2 L Erlenmeyerkolben ohne Schikanen) mit dem entsprechenden Antibiotikum auf eine 
Start-OD600 von 0,3 beimpft und inkubiert (37°C, 180 rpm). Bei Erreichen einer OD600 von 0,6-0,8 
wurden die Zellkulturen auf 30°C abgekühlt und die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG 
(0,2 mM) induziert. Nach 2-stündiger Expression wurden die Zellen geerntet (Beckmann Coulter® 
Rotor JA10, 9.430 x g, 4°C, 24 min), und die Zellen in KPi Puffer resuspendiert (0,2 g Zellen/ml 
Feuchtgewicht, 0,1 M, pH 7,2) und in die Biotransformation eingesetzt. Das Reaktionsvolumen 
betrug 1 ml in 2 ml Reaktionsgefäßen mit den beiden Substraten Antipyrin (20 mM), bzw. 
Chloridazon (5 mM, in absolutem Ethanol gelöst). Nach einer Reaktionszeit von 12 h, 24 h und 
72 h bei 30°C wurden Proben entnommen, die entsprechenden Zellen abzentrifugiert (14.000 rpm, 
15 min), filtriert (0,45 µm) und ebenfalls mittels reversed-phase LC-MS auf Bildung möglicher 
Hydroxylierungsprodukte hin untersucht (Agilent® ZORBAX Eclipse XDB-C18-Säule, 4,8 x 150 
mm, 5µm; mit einem 80:20 Gemisch aus Acetonitril und Wasser mit 0,1 % Ameisensäure). 
In allen Biotransformationen mit Antipyrin als Substrat (M = 188,09 g/mol) konnte 
lediglich der Substratpeak mit einer RT von 8,25 min detektiert werden. Die Massenspektrum 
Analyse mit dem Fragmentierungsmuster nach positiver Ionisierung bestätigte mit [M+H+]+, 
[M+2H+]+, [2M+H+]+ und [2M+2H+]+ einzig das Substrat bei allen getesteten Proben (Abbildung 
22A). Ein zusätzlicher Peak konnte in keiner der getesteten Proben identifiziert werden. Die 
Analyse der Proben nach der Chloridazonumsetzung (Abbildung 22B) zeigte ebenfalls keine 
zusätzlichen Produktpeaks. Auch hier konnte lediglich der Substratpeakt mit RT von 11,85 min 
detektiert werden. 
 
A 
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B 
 
  
C 
Antipyrin 
 
(188,09) 
 
   
  
 (1) 
 
(2) 
 
(3) 
 
  
  (222,10)  (220,08)  (204,09)   
         
D 
Chloridazon 
 
(221,04) 
      
         
 (1) 
 
(2) 
 
(3) 
 
  
  (255,04)  (253,03)  (237,03)   
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22. Reversed Phase LC-MS Analyse der Antipyrin, bzw. Chloridazon 
Biotransformation der Phenylobacterium Hybridkonstrukte. 
Massenspektrum-Chromatogramme im Scan Modus mit positiver Ionisierung. Hybridkonstrukte 
pDTG141_Pi-DO30_NDOETC, pDTG141_Pi-DO30-31_NDOETC, pDTG141-NDO und 
pET21b(+) 
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Parallel wurde die Enzymexpression mittels SDS-PAGE Analyse überprüft. Nach dem 
Zellaufschluss per Ultraschall wurden die Zellpellet-, bzw Zelllysatfraktionen auf ein SDS-
Polyacrylamidgel (12,5 %) aufgetragen und die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht 
aufgetrennt (Abbildung 23). In den induzierten Zelllysatfraktionen konnten drei 
Expressionsbanden auf der Höhe von 37 kDa beobachtet werden. Diese erscheinen in den Spuren 
der Hybridkonstrukte und der parentalen pDTG141-NDO Vektoren. Hierbei könnte es sich 
demnach um die exprimierte Naphthalin Ferredoxin-Reduktase mit einem errechneten 
Molekulargewicht von 35,5 kDa handeln. Eine eindeutige Expressionsbande der Pi-DO30 und 31 
oder dem Ferredoxin konnte anhand der SDS-PAGE Analyse allerdings nicht identifiziert werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 23. Expression der Phenylobacterium Hybridkonstrukte in E. coli Rosetta(DE3) 
pRARE. 
Coomassie-gefärbte 12,5 %-ige SDS-PAGE der exprimierten Phenylobacterium Hybridkonstrukte 
pDTG141_Pi-DO30_NDOETC (A), pDTG141_Pi-DO30-31_NDOETC (B), pDTG141-NDO (N) 
und dem Leervektor pET21b(+) (K). Die schwarzen Sterne bezeichnen Proteinbanden auf der Höhe 
von 37 kDa, welche in den nicht-induzierten Proben nicht sichtbar sind, bzw. deutlich schwächer 
erscheinen. -: vor Induktion mit IPTG; +: nach Induktion mit IPTG.  
pET21b(+) nach 48 h. A: Biotransformation mit Antipyrin. Das Fragmentierungsmuster des 
Substratpeaks (RT = 8,25 min) ist in der linken oberen Ecke. B: Biotransformation mit Chloridazon. 
Das Fragmentierungsmuster des Substratpeaks (RT = 11,85 min) ist in der linken oberen Ecke. C: 
Exakte Molekülmasse von Antipyrin mit möglichen Hydroxylierungsprodukten (1) - (3). D: Exakte 
Molekülmasse von Chloridazon mit möglichen Hydroxylierungsprodukten (1) - (3). 
Chromatogramme und Fragmentierungsmuster wurden anhand der Originalabbildungen mit 
Gimp 2.8 erstellt. 
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Auch eine Wiederholung der Expression der Phenylobacterium Hybridkonstrukte mit einer 
längeren Expressionsdauer zeigte nach der Biotransformation mit Antipyrin (20 mM) erneut 
keinen aktiven Enzymkomplex. Erneut konnte in der LC-MS Analyse nur das Substrat und kein 
zusätzlicher Hydroxylierungsmetabolit identifiziert werden.  
 
3.13.3 Identifizierung der Ferredoxine und Ferredoxin-Reduktasen aus P. immobile 
Stamm E (DSM 1986) 
Die bisherigen Ergebnisse deuteten auf einen sehr spezifischen RHO-Enzymkomplex in 
P. immobile Stamm E (DSM 1986) hin. Aus diesem Grund wurden nochmals die P. immobile 
Proteomdaten auf die annotierten Ferredoxin, bzw. Ferredoxin-Reduktasen aus Tabelle 1 hin 
untersucht. Das Ergebnis dieser spezifischen Proteomsuche ist in Tabelle 7 aufgeführt. Von den 
gesuchten Enzymen konnte einzig die Ferredoxin-Reduktase 1 in sowohl der Antipyrin-, als auch 
Phenylalanin-Kulturen identifiziert werden. Die annotierten Ferredoxine (Ferredoxin 2, 3 und 4) 
konnten in dieser spezifischen Suche nicht identifiziert werden. 
 
Tabelle 7. Spezifische Proteomsuche nach Enzymen der RHO Elektonentransportkette (ETC) in 
P. immobile Stamm E (DSM 1986). 
Gesuchte Enzyme  
in spezifischer Proteomsuche 
Peptidanzahl 
Antipyrin 
Peptidanzahl 
Phenylalanin 
Molekular-
gewicht 
Ferredoxin-Reduktasen    
   Ferredoxin-Reduktase 1 2 3 44 kDa 
   Ferredoxin-Reduktase 2 - 3 30 kDa 
    
Ferredoxine    
   Ferredoxin 2 - - 29,2 kDa 
   Ferredoxin 3 - - 11,6 kDa 
   Ferredoxin 4 - - 12,7 kDa 
    
Oxidoreduktasen    
   Cytochrom b556 Untereinheit - - 14,9 kDa 
   Dehydrogenase 1 3 3 65 kDa 
   Reduktase 1 - 2 60,4 kDa 
 
Die ORFs mehrere Tausend Basen up- und downstream der Ferredoxin-Redukase 1 
(Abbildung 24A) wurden daher ebenfalls mit den Proteomdaten verglichen, um die Suche nach 
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den relevanten ETC-Enyzmkomponenten weiter eingrenzen zu können. In dieser erweiterten 
Suche konnte einzig eine Dehydrogenase (Dehydrogenase 1) mit jew. 3 Peptiden in beiden 
Kulturen identifiziert werden. Das entsprechend kodierende ORF befindet sich 1022 bp upstream 
der Ferredoxin-Reduktase 1 (Abbildung 24A).  
 
A 
 
B 
 
C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Ferredoxin-Reduktase 2, welche lediglich in der Phenylalanin-Kultur detektiert werden 
konnte, ist zwar ebenso innerhalb desselben Scaffold (1) lokalisiert, liegt jedoch mehr als 630 kb von 
der Ferredoxin-Reduktase 1 entfernt. Außerdem befindet sich keine der annotierten Ferredoxine 
in der näheren Umgebung (Abbildung 24B). Durch die spezifische Suche konnte jedoch eine 
 
Abbildung 24. Genomische Lokalisation der annotierten Ferredoxine und Ferredoxin-
Reduktasen in P. immobile Stamm E (DSM 1986). 
Umgebung im Bereich von mehreren Tausend Basen up- und downstrem um die annotierten, bzw. 
identifizierten Ferredoxin-Reduktasen, bzw. Ferredoxine nach spezifischer Suche in den 
Proteomdaten. A, B, C: Scaffold 1. Schwarzere Pfeile: annotierte Proteine, welche in den 
Proteomdaten identifiziert wurden. Graue Pfeile: die Proteine-umgebenden ORFS, welche nach 
erweiterter Proeteomsuche identifiziert wurden. Die Proteinbezeichnungen basieren auf der 
Annotierung, bzw. wurden durch BLASTen gegen die nicht-redundante NCBI, bzw. UniProt 
Proteindatenbank erhalten. Die Zahlen geben die Entfernung in Basen an. 
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weitere Reduktase 1 als potentiell aktives und relevantes Enzym in der Phenylalanin Kultur 
detektiert werden. Diese befindet sich 1.343 bp upstream der Ferredoxin-Reduktase 1.  
Der ORF, welcher für das Ferredoxin 4 kodiert, befindet sich isoliert von den Ferredoxin-
Reduktasen in mehreren Hundert Kilobasen Entfernung. Zudem wurde dieses Enzym weder in 
der Antipyrin- noch in der Phenylalanin-Kultur detektiert (Abbildung 24C).  
Die Identifizierung der Ferredoxin-Reduktase 1 in beiden P. immobile-Kulturen, sowie die 
geclusterte Anordnung der ORFs mit der Dehydrogenase 1 und Ferredoxin 2 + 3 aus der 
Abbildung 24C deuteten darauf hin, dass es sich hierbei um die gesuchten ETC-
Enzymkomponenten handeln könnte. Daher wurde diese Ferredoxin-Reduktase 1 zusammen mit 
dem 11 Basen downstream liegenden Ferredoxin 3 zur Klonierung und weiteren Untersuchung 
ausgewählt.  
 
3.13.4 Klonierung, Expression und Biotransformation der homologen Dioxygenasen ETC-
Konstrukte aus P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
Durch die Anzahl der zu klonierenden Gene musste vor allem ein kleiner Expressionsvektor 
verwendet werden, welcher im E. coli-Host stabil vorliegt und eine zuverlässig induzierbare 
Expression erlaubt. Der hierfür ausgewählte Expressionsvektor war pT7-7 (2,48 kb), wie er schon 
als Kontrolle bei der Expression der Arthrobacter-RHOs erfolgreich verwendet wurde. Die für die 
Klonierung und Expression ausgewählten Enzyme aus P. immobile waren das Ferredoxin 3 und die 
Ferredoxin-Reduktase 1 als ETC Enzymkomponenten, der Pi-DO3 (β-Untereinheit), sowie jeweils 
der Pi-DO16 und Pi-DO30 als α-Untereinheiten der Oxygenase. 
Für die Klonierung der entsprechenden ORFs mussten zunächst geeignete Restriktionsenzyme 
gefunden werden, welche mehrere Bedingungen erfüllen mussten:  
 um die korrekte Orientierung der inserierten Gene zu gewährleisten, sollte jedes Gen 
mithilfe von zwei spezifischen Restriktionsenzyme kloniert werden 
 diese Restriktionsenzyme durften weder innerhalb der „eigenen“ Gene schneiden, noch 
innerhalb bereits klonierter Gene oder mehrmals im pT7-7 Vektors 
 bereits klonierte Gene durften durch die neu hinzukommenden Restriktionsschnittstellen 
nicht wieder herausgeschnitten werden 
 ebenso galt es zwischen Erkennungssequenz und Start-Codon der einzelnen Gene die 
E. coli Ribosombindestelle zu beachten, was für einen korrekten Translationsbeginn bei der 
Expression von Bedeutung ist 
3. Ergebnisse 
98 
 
Nach der Wahl der einzelnen Restriktionsenzyme und entsprechendem Primerdesign (Material, 
2.1.6), wurden die einzelnen Gene mittels PCR amplifiziert und erhielten dadurch ihre 
Restriktionsschnittstellen. Um ein Überlesen des nativen Stopp-Codons der Pi-DO30 durch die 
DNA-Polymerase zu unterbinden, wurde durch den Reverse-Primer zusätzlich das native Codon 
TAG in das in E. coli am häufigsten vorkommende Stopp-Codon TAA geändert. Als Templat für 
die PCR diente wieder isolierte genomische, bzw. Plasmid DNA aus P. immobile. Das Vorgehen bei 
der Klonierung ist nachfolgend in Abbildung 25 schrittweise aufgeführt. (Klonierung durchgeführt 
von M. Ruopp, Bachelor Thesis). 
 Nach der Ligation der amplifizierten ORFs in den pT7-7 Vektor wurden E. coli XL1-blue 
mit diesen Ansätzen transformiert. Die Plasmid DNA wurden anschließend wieder isoliert und auf 
eine erfolgreiche Klonierung hin sequenziert. Die beiden neuen Konstrukte erhielten die 
Bezeichnungen: Pi-DO16-ETC1 und Pi-DO30-ETC1. 
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(1) 
 
(2) 
  
(3) 
 
 
Vorbereitung des pT7-7 Vektors durch 
ortsgerichtete Mutagenese (Material, 2.2.12), 
um die zweite XbaI Restriktionsschnittstelle 
vor NdeI zu entfernen. Dies diente dazu, die 
Restriktionsschnittstellen zwischen den 
beiden XbaI Erkennungs-sequenzen vor dem 
Herausschneiden zu schützen. 
 
 
 
 
PCR zur Amplifikation der ETC1 ORFs 
(Ferredoxin-Reduktase 1, Ferredoxin 3; 
oben) (Material, 2.2.10). 
Restriktionsverdau des PCR Inserts und des 
vorbereiteten pT7-7 Vektors mit XbaI und 
PstI mit anschließender Ligation zum 
pT7-7 Konstrukt #1. 
 
 
 
 
 
 
PCR zur Amplifikation des Pi-DO3 (β) ORFs 
(RHO β-Untereinheit; oben). 
Restriktionsverdau des PCR Inserts und des 
pT7-7 Konstrukts #1 mit BamHI und XbaI 
mit anschließender Ligation zum  
pT7-7 Konstrukt #2. 
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(4.1) 
 
(4.2) 
 
 
__________________________________ 
Pi-DO16-ETC1: 
     
 
PCR zur Amplifikation der Pi-DO16 (α) 
ORFs (RHO α-Untereinheit; oben). 
Restriktionsverdau des PCR Inserts und des 
pT7-7 Konstrukts #2 mit NdeI und BamHI 
mit anschließender Ligation zum ersten 
finalen Konstrukt: Pi-DO16-ETC1 (siehe 
unten links). 
 
 
 
 
PCR zur Amplifikation der Pi-DO30 (α) 
ORFs (RHO α-Untereinheit; oben).  
Restriktionsverdau des PRC Inserts und des 
pT7-7 Konstrukts #2 mit NdeI und BamHI 
mit anschließender Ligation zum zweiten 
finalen Konstrukt: Pi-DO30-ETC1 (siehe 
unten rechts). 
 
 
 
 
 
__________________________________ 
Pi-DO30-ETC1: 
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 Aufgrund der Phenylobacterium Codon-Usage der klonierten Gene musste ein E. coli 
Expressionsstamm verwendet werden, wie Rosetta(DE3) pRARE. Jedoch zeigten sich bei der 
Expression der Pseudomonas Hybridkonstrukte (3.13.1 und 3.13.2) Schwierigkeiten bei der Anzucht 
und Kultivierung. Dies äußerte sich beispielsweise in einer 6-8-stündigen Anwachsphase bis OD600 
von 0,6. Ebenso zeigten die SDS-PAGE Analysen eine eher schlechte Expression der Zielgene. 
Für die folgende Expression wurde daher der E. coli JM109(DE3) Expressionsstamm ausgewählt. 
 Um die bereits beschrieben Codon-Usage in diesem Expressionsstamm zu ermöglichen, 
wurde das pRARE2 Plasmid aus E. coli Rosetta2(DE3) pRARE2 isoliert und E. coli JM109(DE3) 
damit transformiert. Somit erhielt dieser Stamm die Fähigkeit die in E. coli seltenen Codons AGG, 
AGA, ATA, CTA, CCC, GGA und im Gegensatz zu pRARE, dem zusätzlichen Codon CGG in 
Aminosäuren zu übersetzen. Neben dieser ihm verliehenen Eigenschaft, ist der Stamm darüber 
hinaus defizient für recA und endA, was eine chromosomale Rekombination mit transformierten 
Plasmiden unterbindet und dadurch Plasmidstabilität ermöglicht. Er ist zudem sensitiv für beide 
erforderlichen Antibiotika (Chloramphenicol für pRARE2 und Ampicillin für pT7-7) und verfügt 
über den chromosomal integrierten Prophagen λDE3, welcher für die T7-RNA Polymerase kodiert 
und eine effektive Expression des pT7-7 Vektors erlaubt. Außerdem konnte dieser Stamm bereits 
erfolgreich für die Klonierung und Expression von Oxygenasen aus verschiedenen bakteriellen 
Organismen verwendet werden (Aoki et al. 1996; Reiss et al. 2014). 
Aus jeweils frisch transformierten Übernacht-Kulturen mit den Konstrukten Pi-DO16-
ETC1 und Pi-DO30-ETC1, sowie dem Leervektor pT7-7 als Kontrolle wurden je 400 ml LB 
Medium (2 L Erlenmeyerkolben ohne Schikanen) mit den entsprechenden Antibiotika auf eine 
Start-OD600 von 0,1 beimpft und inkubiert (37°C, 180 rpm). Bei Erreichen der OD600 um 0,6 
wurden die Kulturen auf 10°C heruntergekühlt, die Proteinexpression durch IPTG-Zugabe (0,2 
mM) induziert und diese für 16 Stunden durchgeführt (10°C, 180 rpm). Im gleichen E. coli 
JM109(DE3) Stamm konnten Reiss und Kollegen (2014) unter vergleichbaren Bedingungen 
erfolgreich eine Oxygenase aus Chryseobacterium gleum heterolog exprimieren. Nach erfolgter 
Expression wurden die Kulturen geerntet (Beckmann Coulter® Rotor JA10, 9.430 x g, 4°C, 24 
min) und das Zellpellet in KPi Puffer (0,1 M, pH 7,2) resuspendiert (0,2 g Feuchtgewicht 
Abbildung 25. Klonierung der homologen RHO Enzymkomplexe aus P. immobile. 
Bestehend aus den beiden kodierenden ORFs für die Elektronen-Transportkette ETC1 (Ferredoxin 
3 und die Ferredoxin-Reduktase 1), sowie dem ORF für die Pi-DO3 (β-Untereinheit). Die klonierten 
Enzymkomplexe unterscheiden sich in den namensgebenden α-Untereinheiten Pi-DO16 und Pi-
DO30 und tragen die Bezeichnung Pi-DO16-ECT1, bzw. Pi-DO30-ECT1. Die Zahlen geben die 
Entfernung in Basenparen (bp) an. RBS: Ribosombindestelle. 
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Zellen/ml). Für eine Überprüfung der Expression wurden wieder vor und nach der Zugabe von 
IPTG jew. 15 ml Zellproben entnommen und abzentrifugiert (7.958 x g, 4°C, 20 min). Das 
Zellpellet wurde in 5 ml Aufschlusspuffer (100 mM Tris-HCl, pH 8,0, 20 mM DTT) resuspendiert 
und per Ultraschall aufgeschlossen (45 sec. Puls, 30 sec. Pause, 3 Zyklen). Anschließend wurden 
die unlöslichen Zellbestandteile von den löslichen durch Zentrifugation getrennt (7.958 x g, 4°C, 
30 min) und die Expression mithilfe 12,5 %iger SDS-PAGE überprüft (Abbildung 26).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In den Spuren der induzierten Zellpelletfraktionen dieser Abbildung sind bei beiden 
Konstrukten Proteinbanden zwischen der 40-55 kDa Markerbande zu erkennen (schwarze Sterne). 
Im Falle des Pi-DO16-ETC1 Konstrukts erscheint ebenfalls in der Spur des Zelllysats eine 
Proteinbande auf gleicher Höhe (schwarze Sterne). Mit einem errechneten Molekulargewicht von 
44 kDa könnte es sich hierbei um die Ferredoxin-Reduktase 1 handeln. Mit einem 
Molekulargewicht von 52 kDa (Pi-DO16) und 51 kDa (Pi-DO30) könnte es sich bei den besagten 
Proteinbanden jedoch auch um diese beiden RHOs handeln. Eine eindeutige Zuordnung der 
Banden anhand der SDS-PAGE Analyse ist daher schwierig. In der Spur des Pi-DO30 Zellpellets 
ist zusätzlich eine Proteinbande bei ca. 20 kDa zu erkennen. Diese spricht für die exprimierte β-
 
Abbildung 26. Expression der homologen RHO Konstrukte aus P. immobile in E. coli 
JM109(DE3) pRARE2. 
Coumassie-gefärbte 12,5 %-ige SDS-PAGE der exprimierten Konstrukte Pi-DO16-ETC1 und Pi-
DO30-ETC1 im pT7-7 Vektor, sowie pT7-7 als Kontrolle. Die schwarzen Sterne bezeichnen 
Proteinbanden zwischen der 40-55 kDa Markerbande, welche in den nicht-induzierten Proben nicht, 
bzw. deutlich schwächer erscheinen. Der weiße Stern deutet auf eine induzierte Proteinbande 
unterhalb der 25 kDa Markerbande. -: vor Induktion mit IPTG; +: nach Induktion mit IPTG.  
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Untereinheit (Pi-DO3) mit einem errechneten Molekulargewicht von 22 kDa. Das Ferredoxin mit 
11,6 kDa konnte in der SDS-PAGE Analyse nicht identifiziert werden. 
 Die in KPi Puffer resuspendierten Zellen wurden parallel in die Biotransformation mit 
Antipyrin (15 mM) als Substrat eingesetzt. Das eingesetzte Reaktionsvolumen betrug 2 ml: 1,9 ml 
(0,2 g Zellen/ml KPi), 0,06 ml Substrat (15 mM Endkonzentration), 0,04 ml Glucose zur Kofaktor 
Regeneration (20 mM Endkonzentration). Als Kontrolle dienten der pT7-7 Vektor und zellfreie 
Ansätze (KPi Puffer mit Substrat und Glucose) Die Reaktionen wurde in sterilen, schräg 
schüttelnden Reagenzgläsern (180 rpm, 30°C) und Duplikaten durchgeführt. Die Probenentnahme 
erfolgte alle 12 h für zwei Tage. Hierzu wurden die entsprechenden Proben abzentrifugiert (14.000 
rpm, 15 min), der Überstand filtriert (0,4 µm Porengröße) und in LC Probenvails überführt. 
 Die Analyse der Biotransformation erfolgte wie zuvor durch reversed phase LC-MS 
(Agilent® Eclipse XDB-C8, 2,1 x 150 mm, 3,5 µm) mit einem Methanol-Wasser Gemisch im 
Verhältnis von 18 : 82 und 0,1 % Ameisensäure. Die Auftrennung der Analyten erfolgte mit einem 
Fluss von 0,5 ml/min isokratisch für 14 min, mit anschließend stufenlosen Umkehr der Mobilen 
Phase für 4 min. Nach weiteren 2 min wurde die Mobile Phase wieder auf 18 : 82 eingestellt und 
das Säulenmaterial für 2 min äquilibriert. Die Detektion erfolge per UV bei 254 nm (LC), sowie im 
Massenspektrum durch positiven Scan Modus (150 – 500 g/mol) und zusätzlich durch SIM Modus 
(ebenfalls positiv ionisiert) für die möglichen Antipyrinmetaboliten (1) (223 g/mol), (2) 
(221 g/mol) und (3) (205 g/mol) aus Abbildung 22C. 
In der LC Analyse bei 254 nm konnte mit einer RT von 6,47 min lediglich der Substratpeak 
und unspezifische Signale unter einer Minute RT detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Bedingt 
dadurch, dass die Proben nicht extrahiert wurden, handelte es sich bei diesen Substraten um polare, 
lösliche Substanzen aus dem Puffersystem oder vom E. coli Expressionsstamm. Für beide 
Konstrukte konnte weder durch UV-Detektion, noch im positiven Scan Modus ein zusätzlicher 
Produktpeak für Antipyrin eindeutig identifiziert werden. 
In den analysierten Proben mit dem Konstrukt Pi-DO16-ETC1 im SIM Modus (positiv 
ionisiert) zeigte der Peak bei Retentionszeit 2,036 min als einziges eine signifikante, stetige 
Zunahme über die gesamte Zeit von 48 h (Abbildung 27A).  
In den pT7-7 Kontrollen konnte zwar ebenfalls ein leichter Massepeak mit derselben RT 
detektiert werden, dieser zeigte allerdings keine signifikante Zunahme über die beobachtete Zeit 
von 12-48 h (Abbildung 27B). Gemessen an der Fläche, zeigte der 2,036 min-Peak in 48 h für das 
Pi-DO16-ETC1 Konstrukt eine Steigerung um ca. das Dreifache. Zur selben Zeit konnte in den 
mitgeführten zellfreien Ansätzen mit Antipyrin kein Peak beobachtet werden (Abbildung 27C).  
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Abbildung 27. MS Analyse der Antipyrin Biotransformation mit Pi-DO16-ETC1. 
MS Chromatogramme im SIM Modus (205 g/mol) und positiver Ionisierung. A: MS 
Chromatogramm des Konstrukts Pi-DO16-ETC1 nach 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, sowie der pT-7 
Kontrolle nach 48 h Biotransformation mit Antipyrin. Der Peak mit der Retentionszeit 2,036 min ist 
vergrößert in der rechten oberen Ecke der Abbildung dargestellt. MS Chromatogramm der pT7-7 
(B) und Antipyrin Kontrolle (C) nach 12 h, 24 h, 36 h, 48 h Biotransformation mit Antipyrin. 
Chromatogramme wurden anhand der Originalabbildungen mit Gimp 2.8 erstellt. 
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Für das Konstrukt Pi-DO30-ETC1 konnte im SIM Modus zwar ebenfalls ein 
entsprechender Massepeak bei RT von 2,036 min detektiert werden. Dieser zeigte allerdings wie 
die pT7-7 Kontrollen keine signifikante Zunahme über die Zeit (Daten nicht gezeigt). 
Anhand der mitgeführten Kontrollen zeigte die LC-MS Analyse für das Pi-DO16-ETC1 
Konstrukt demnach einen aktiven Enzymkomplex, mit einem möglichen monohydroxylierten 
Antipyrinmetaboliten (3) (204,09 g/mol) (Abbildung 22C). Im SIM Modus und der Analyse für 
den dihydroxylierten Antipyrinmetaboliten (2) (220,08 g/mol) konnte hingegen kein signifikanter 
Unterschied zwischen den beiden exprimierten Konstrukten und der pT7-7 Kontrolle beobachtet 
werden. Auch der Dihydrodiol-Antipyrinmetabolit (1) (222,10 g/mol) konnte nicht identifiziert 
werden. 
 
3.13.5 Klonierung und Expression der extradiol-spaltenden Dioxygenasen aus 
Arthrobacter sp. und P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
Als zweites Schlüsselenzym im mikrobiellen Aromatenabbau sollten ebenfalls die extradiol-
spaltenden Dioxygenasen exprimiert und auf Aktivität hin getestet werden. Für Arthrobacter sp. 
waren das die 3,4-Dihydroxyphenylacetat 2,3-Dioxygenase (siehe Tabelle 3; siehe Abbildung 16) 
und für P. immobile die beiden geclusterten Gene der Extradiol-Dioxygenase 3 und 4 (siehe 
Abbildung 19D). Ring-spaltende Dioxygenasen sind Kofaktor unabhängig und benötigen für ihre 
katalytische Aktivität keine zusätzlichen Enzymkomponenten wie Ferredoxine oder Reduktasen. 
Sie wurden daher direkt in den Expressionsvektor pET22b(+) kloniert. Dies wurde von T. Bakker 
(Arthrobacter sp.) und M. Ruopp (P. immobile) im Rahmen einer Bacheloarbeit durchgeführt. 
Nach Isolierung genomischer DNA aus beiden Organismen (Methoden, 2.2.3) wurden mithilfe 
von PCR-Primern (Material, 2.1.6) die kodierenden ORFs amplifiziert und mit den 
Restriktionsschnittstellen NdeI und EcoRI (P. immobile) und NdeI und XhoI (Arthrobacter sp.) 
versehen. Nach Behandlung des pET22b(+) Vektors, sowie der PCR-Produkte mit den 
entsprechenden Restriktionsenzymen, wurden diese ligiert und E. coli XL1-blue Zellen mit den 
Ligationsansätzen transformiert. Die erfolgreich klonierten Konstrukte wurden nach erneuter 
Isolierung der Plasmid DNA per Sequenzierung überprüft und erhielten die Bezeichnungen: As-
ExDO1 und Pi-ExDO3-4. 
 Die Expression der Konstrukte Pi-ExDO3-4 und As-ExDO1, sowie des leeren pET22b(+) 
Vektors als Kontrolle wurde in E. coli Rosetta(DE3) pRARE durchgeführt. Aus einer frisch 
transformierten Übernachtkultur wurden 100 ml LB Medium (100 µg/ml Ampicillin) auf eine Start 
OD600 von 0,1 beimpft und inkubiert (37°C, 180 rpm). Nach Erreichen einer OD600 von 0,7 wurde 
die Proteinexpression durch IPTG Zugabe (0,2 mM) induziert und für 3 h durchgeführt (30°C, 
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180 rpm). Anschließend wurden die Zellen geerntet (7.958 x g, 4°C, 45 min) und in 
Aufschlusspuffer (KPi, 50 mM, pH 7,5) resuspendiert (2 ml/g Feuchtgewicht Zellen). Die Zellen 
wurden daraufhin mittels Ultraschall aufgeschlossen (45 sec Puls, 30 sec Pause, 4 Zyklen), die 
Zelltrümmer durch Zentrifugation (9.430 x g, 4°C, 45 min) abgetrennt und das Zelllysat in die 
anschließende Biotransformation eingesetzt. Parallel wurden die Proben des Zellaufschlusses per 
SDS-PAGE Analyse (10 %) überprüft (Abbildung 28) und bestätigte eine erfolgreiche 
Proteinexpression. Die Analyse zeigte die exprimierten Proteine sowohl in den jeweiligen 
Zellpelletfraktionen, als auch in den lösslichen Zelllysatfraktionen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Die Biotransformation wurde parallel in Triplikaten mit zwei verschiedenen Substraten 
durchgeführt: 3,4-Dihydrophenylacetat und 4-Methylcatechol (1 mM je Substrat in 50 mM KPi 
Puffer, pH 7,5). Bereits unmittelbar nach Substratzugabe zu den Zellen konnte eine deutliche 
Gelbfärbung der Zelllysat-Lösung für beide Substrate beobachtet werden. Bei der pET22b(+) 
Kontrolle blieb diese Färbung hingegen aus (Abbildung 29A). Mehrere punktuelle Messungen der 
spezifischen Absorption bei 380 nm bestätigten die Produktbildung durch Ring-spaltung der 
Substrate anhand der Zunahme der Absorption für Pi-DO3-4 und As-ExDO1 gegenüber der 
Kontrolle um das 10-fache. Und bestätigten darüber hinaus die erfolgreiche Expression der 
 
Abbildung 28. Expression der Extradiol-Dioxygenasen aus P. immobile und 
Arthrobacter sp. in E. coli Rosetta(DE3) pRARE. 
Coomassie-gefärbte 10 %-ige SDS-PAGE der exprimierten Konstrukte As-ExDO1 (41 kDa) und 
Pi-ExDO3-4 (34 kDa und 36 kDa) im pET22b(+) Vektor, sowie pET22b(+) als Kontrolle. 
L: Zelllysat. P: Zellpellet. -: vor Induktion mit IPTG; +: nach Induktion mit IPTG. (SDS-PAGE 
durchgeführt von M. Ruopp, Bachelor Thesis) 
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Extradiol-Dioxygenasen als zweites potentielles Schlüsselenzym im Aromatenabbau der beiden 
hier untersuchten Mikroorganismen. 
 
    A B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.14 Sequenzvergleich der RHO α-Untereinheiten aus P. immobile Stamm E (DSM 1986) 
und Arthrobacter sp. 
Aufgrund der unerwartet hohen Anzahl der Rieske-Typ Dioxygenasen in P. immobile sollten die 
sieben α-Untereinheiten, welche durch die Proteomsuche identifiziert wurden (siehe Tabelle 4), 
anhand der Proteinsequenzen verglichen werden. Und zusätzlich sollte die Stellung aller 
annotierten RHO α-Untereinheiten aus beiden Mikroorganismen (siehe Tabelle 2) unter den 
literaturbekannten RHOs untersucht werden. 
Die sieben RHO α-Untereinheiten aus P. immobile (Pi-DO4, 6, 8, 16, 18, 21 und 30) wurden 
mit der Software PRALINE multiple sequence alignment (www.ibi.vu.nl/) (Bawono & Heringa, 2014) 
miteinander verglichen (Abbildung 30). Die in den Proteomdaten identifizierten Rieske-Typ 
Dioxygenasen zeigen alle die hochkonservierte Rieske-Domäne mit der Konsensussequenz 
CXHX17CX2H zwischen Cystein 197 und Histidin 220, welche für die Koordinierung das Eisen-
Schwefelclusters [2Fe-2S] verantwortlich ist. Auf die Rieske-Domäne folgt ab Position 292 bis 308 
 
Abbildung 29. Biotransformation der exprimierten Extradiol-Dioxygenasen aus P. immobile 
und Arthrobacter sp. 
A: Biotransformation des E. coli Rosetta(DE3) pRARE Zelllysats nach Expression der Konstrukte 
As-ExDO1, Pi-ExDO3-4 im pET22b(+) Vektor und der pET22b(+) Kontrolle mit 3,4-DHPA (3,4-
Dihydroxyphenylacetat), bzw. 4-MC (4-Methylcatechol). Bilder aufgenommen nach 5 min 
Inkubation bei Raumtemperatur. B: entsprechend stattfindende Ringöffnung in meta-Position. 
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ein variabler Bereich, welchem sich erneut ein hochkonservierter Abschnitt von ca. 45 
Aminosäuren Länge anschließt. Dieser Abschnitt beinhaltet die beiden Histidine des 2-His-1-
Carboxylat Motifs HX4HXnE/D (Que, 2000), welches das mononukleären Fe
2+ koordiniert. Ab 
der Aminosäure-Position 345 wechseln sich variable mit konservierten Abschnitten ab. Das lässt 
darauf schließen, dass sich die einzelnen α-Untereinheiten vor allem im C-terminalen Bereich 
unterscheiden. 
 
 
  . . . . . . . . . 10 . . . . . . . . . 20 . . . . . . . . . 30 . . . . . . . . . 40 . . . . . . . . . 50 
Pi-DO4  M R D L V R L L R R V A R L G Y R V F E N S A A C G T R S E P F G F R R H R S L T A A I L P R L S P 
Pi-DO8  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO21  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO16  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO30  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO18  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO6  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Consistency 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
                                                    
  . . . . . . . . . 60 . . . . . . . . . 70 . . . . . . . . . 80 . . . . . . . . . 90 . . . . . . . . . 100 
Pi-DO4  A S V G A S R G R T G L P L S T G G G G L L R L G P P S H L P S W A K T C G L G P R P L T A G A F R 
Pi-DO8  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO21  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO16  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO30  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO18  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Pi-DO6  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Consistency 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
                                                    
  . . . . . . . . . 110 . . . . . . . . . 120 . . . . . . . . . 130 . . . . . . . . . 140 . . . . . . . . . 150 
Pi-DO4  H A I V P I L G V I A M L R G A D K P F H D Y V D V A R H - T V D R I I F S D Q A V Y E M E L E R I 
Pi-DO8  - - - - - - - - - - - M K V A H N F D F K G Y V D V D N G - V V D R T I F S D Q S I Y E T E L E R I 
Pi-DO21  - - - - - - - - - - - M L Y D T Q G P F R T M V D E N T G - Q V D R S I F A D Q A I Y E V E L E R I 
Pi-DO16  - - - - - - M K E D L M L Y E T K G P F R T M V D V E S G - T V D R G I Y A D E G I Y Q L E L E R I 
Pi-DO30  - - - - - - - - - - - M L Y D T Q G P F R T M V D E N T G - Q V D R S I F A D Q A I Y E V E L E R I 
Pi-DO18  - - - - - - - - - - - M L H E I R G P F R S L V D V K T G - L V D R S I Y A D E G I Y Q L E L E R I 
Pi-DO6  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M A R G C D A I R G M D I W T R T L V E E G A F V D E Q A - K 
Consistency 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 5 3 3 3 3 3 5 8 5 4 4 7 * 5 3 5 7 0 3 9 7 8 4 8 7 6 8 8 6 7 9 6 4 * 7 8 7 7 
                                                    
  . . . . . . . . . 160 . . . . . . . . . 170 . . . . . . . . . 180 . . . . . . . . . 190 . . . . . . . . . 200 
Pi-DO4  F A R A W N F M C H E S Q I P K A G D F F L S F I G E E S V I A T R D K K G E L Q V L L N S C R H R 
Pi-DO8  F A R S W N F M C H E S Q I P K P G D F F L S F I G E E S V I A T R D K K G Q L Q V L L N S C R H R 
Pi-DO21  F A R A W N F M C H E T Q I P K A G D F F L S F I G E E S V I A T R D K K G E L Q V L L N S C R H R 
Pi-DO16  F A R A W N F M C H E S Q I K K P G D F F L S F I G E E S V I A T R D K K G E L Q V L L N S C R H R 
Pi-DO30  F A R A W N F M C H E T Q I P K A G D F F L S F I G E E S V I A T R D K K G E L Q V L L N S C R H R 
Pi-DO18  F A R A W N F M C H E S M I P K A G D F F L S F I G E E S V I A T R D K K G E L Q V L L N S C R H R 
Pi-DO6  L A G V W T F L G L T S D L K E D D A W I T G Q I G G R A V F V Q R F - G G T L R G F E N V C A H R 
Consistency 8 * 7 7 * 8 * 9 7 7 8 8 6 9 6 8 5 8 7 8 8 8 8 7 * * 7 8 8 * 8 8 8 * 7 7 7 * 7 * 8 7 8 7 * 7 * 8 * * 
                                                    
  . . . . . . . . . 210 . . . . . . . . . 220 . . . . . . . . . 230 . . . . . . . . . 240 . . . . . . . . . 250 
Pi-DO4  G N A V C R A E A G N A R S F L C T Y H G W T Y G L D G Q L I G V P G Y K D F Y H E Q L D K S Q W G 
Pi-DO8  G N A V C R A E Q G N A R S F L C T Y H G W T Y G L D G S L I G V P G Y K D F Y H E Q L D K S Q W G 
Pi-DO21  G N A V C R A E E G N A R S F L C T Y H G W T Y G L D G Q L I G V P G Y K D F Y H E Q L D K S Q W G 
Pi-DO16  G N A V C R A E E G N A R S F L C T Y H G W T Y G L D G Q L I G V P G Y K D F Y H E Q L D K S Q W G 
Pi-DO30  G N A V C R A E E G N A R S F L C T Y H G W T Y G L D G S L I G V P G Y K D F Y H E Q L D K S Q W G 
Pi-DO18  G N A V C R A E E G N A R S F L C T Y H G W T Y G L D G Q L I G V P G Y K D F Y H E Q L D K S Q W G 
Pi-DO6  G F P L R L G G K G R G - A V I C G F H L W R Y N A D G R V V G V P I A Q E A F G C S A E E L H A G 
Consistency * 7 8 8 7 7 8 7 6 * 8 8 7 8 8 9 * 7 9 * 7 * 8 * 8 8 * * 6 8 9 * * * 7 7 8 8 7 9 7 7 8 8 8 8 7 8 7 * 
                                                    
  . . . . . . . . . 260 . . . . . . . . . 270 . . . . . . . . . 280 . . . . . . . . . 290 . . . . . . . . . 300 
Pi-DO4  L V K A G K V A S Y K G F V F A T M D P E A P - - - - - - D L E E F L G P V G R L S I D L L A E R - 
Pi-DO8  L V K A G K V A S Y K G F V F A T M D P E A P - - - - - - D L E E F L G P V G R M G M D I L T T R - 
Pi-DO21  L V K A G K V A S Y K G F V F A T M D S E A P - - - - - - D L E E Y L G P V G R M S I D L I A E R - 
Pi-DO16  L V K A G K V A S Y K G F V F A T M D P E A P - - - - - - D L E E Y L G E V G R M G M D L L A E K - 
Pi-DO30  L V K A G K V A S Y K G F V F A T M D P E A P - - - - - - D L E E Y L G P V G R M G M D L L A E K - 
Pi-DO18  L V R A G K V A S Y K G F V F A T M D P E A P - - - - - - D L E E F L G E V G R M G L D L I A E K G 
Pi-DO6  L A E L - E V A C C G G L V F G R F A H Q A P A G P L S G G L E A F L G D A F P M L E T I C Q F S - 
Consistency * 8 7 8 7 8 * * 7 7 7 * 8 * * 8 8 8 7 6 9 * * 0 0 0 0 0 0 8 * * 8 8 * * 5 8 7 7 9 5 5 8 8 7 6 5 6 0 
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  . . . . . . . . . 310 . . . . . . . . . 320 . . . . . . . . . 330 . . . . . . . . . 340 . . . . . . . . . 350 
Pi-DO4  G D L M I V E G V Q K N Q I T C N W K L A V D N L F D F Y H A S I S H A S A Y M S G F R A I R N P N 
Pi-DO8  G D I M I V E G V Q K N L I H C N W K L A V D N L F D Y Y H V G I S H A S A M M S N F S R V D E K K 
Pi-DO21  G D M E I V G G V Q K N L I G C N W K L A V D N L F D F Y H P Q I S H A S A F M S G F R K Q L E G V 
Pi-DO16  G D L E L V G G V Q K N L I G C N W K L A V D N L F D W Y H P Q I S H A S A F M S G F R P Q L E K L 
Pi-DO30  G N L E L V G G V Q K N L I G C N W K L A V D N L F D W Y H S Q I S H A S A F I S G F R P Q L E K L 
Pi-DO18  E E M V A V K G V Q K S V I G C N W K L A V D N L F D F Y H P Q I S H A S A T M S G F R K Q L N K L 
Pi-DO6  - - D A P A V R T Y G R I V E A N W K L M I N I T L D D S H L P A I H G R K R F S R R D E F D Y W R 
Consistency 5 5 5 4 5 8 3 7 8 8 7 7 6 9 4 8 * * * * 8 9 8 7 8 8 * 4 7 * 4 5 8 7 * 8 8 8 4 7 * 6 7 6 4 4 3 5 4 4 
                                                    
  . . . . . . . . . 360 . . . . . . . . . 370 . . . . . . . . . 380 . . . . . . . . . 390 . . . . . . . . . 400 
Pi-DO4  S P Q T P - D Y - - - - - - - - - V R S I F R V V M G E Y G H A I G G P K V T S E A L D K L E N E P 
Pi-DO8  V V A P L - D P - - - - - - - - - M N - - H K V I L G D Y G H A L G G H R L R P D Q L A L M Q P D P 
Pi-DO21  D A A E Q - A I V E K A E I N G G I R N A H R V V L G K Y G H A I G G P R L T K E V R E A R A L L G 
Pi-DO16  S Q E D Q E L A K I A G I G G G G A R Q L Q R A V L G A Y G H A I G G P R L T K I E R D A R A K L G 
Pi-DO30  S P E D Q E L A R I A D I G A G G A R T L Q R A V L G A Y G H A I G G P R L T K I E R E A R A K L G 
Pi-DO18  T T E E M D M A A K A G V L G G G L R P H H R V S M G K Y G H A V G G P R I T E E M L E A R A I L G 
Pi-DO6  F G A H S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A H T E G Q Q E T Q A A M L A D C V A G - - - 
Consistency 4 3 5 4 4 1 2 2 1 0 1 1 1 0 1 2 2 3 5 1 1 3 6 5 5 6 7 4 8 7 8 8 6 7 7 5 7 7 6 4 4 4 4 4 5 5 5 2 3 4 
                                                    
  . . . . . . . . . 410 . . . . . . . . . 420 . . . . . . . . . 430 . . . . . . . . . 440 . . . . . . . . . 450 
Pi-DO4  D T N P R K R D L W R R R K - P G A R E I L G E V G M E A G G H P N I F P N M W L T G N - - Q V C L 
Pi-DO8  N I E A S M H D H S W R N R - P G V A E A L G P V A I E F R G H P N V F P N L W I S G G - - Q L C L 
Pi-DO21  P R F E V L T N D N F R M T - D S A Q E A L G E I G L D V N G H P N I F P N L W V A T N G H Q L S L 
Pi-DO16  D K I E I L N N D R F R E L - P Q A Q Q V L G E V G I D T A G H P N I F P N L W M T G F - - Q L S L 
Pi-DO30  D K V E I L L Y D D R F R E L P K A Q E V L G E V G I D T A G H P N I F P N L W M T G C - - Q L A L 
Pi-DO18  D K L D G L V Q D Q F R D R - P Q A Q E A L G E V G L K Q G G H P N I F P N L W M T G Y - - Q L S L 
Pi-DO6  - - - - - - - - - - - - - - - V Y Q P V R Y K L F N L F P N V A I G L L R L G P Y W Y V - - L L Q H 
Consistency 4 3 2 3 2 4 2 3 3 2 2 5 2 2 0 6 3 6 5 7 5 8 7 5 7 6 7 4 3 4 7 7 7 8 8 8 7 7 6 7 6 5 5 2 0 0 7 8 4 7 
                                                    
  . . . . . . . . . 460 . . . . . . . . . 470 . . . . . . . . . 480 . . . . . . . . . 490 . . . . . . . . . 500 
Pi-DO4  R L P K G P E I T E I W W F T L V D K S V S D E Q Q E E V V - - - - - H N A N H N F G P A G F L E Q 
Pi-DO8  R L P R G P F S T E I W W F T F M D T S L S D E G R A K R V - - - - - Q S A N H V F G P A G M L E Q 
Pi-DO21  R L P K G P D K C E I W W F A F V P K E A P D W K K A E L I - - - - - E R S I H V F G A A G L L E Q 
Pi-DO16  R L P R G P S Q C E I W W F T F V P K E A S E E R K K V I V - - - - - H G A N H V F G A A G L L E Q 
Pi-DO30  R L P R G P S T C E I W W F T F V P K E V S E E R R K V I I - - - - - H D A N H L F G P A G L L E Q 
Pi-DO18  R L P K G P S A T E I W W F T F V P K E E T E E R K A E I I - - - - - E R A N H V F G A A G L L E Q 
Pi-DO6  F E P V G P A E T K W R A H Y F R T P W R A G A E P L L A P Q S P R T T D R I V A W L F E R V A R R 
Consistency 7 7 * 6 * * 4 3 5 8 7 7 7 7 6 8 6 5 6 5 4 6 6 5 5 5 4 4 5 7 0 0 0 0 0 4 4 7 5 7 5 8 7 4 8 7 6 8 8 8 
                                                    
  . . . . . . . . . 510 . . . . . . . . . 520 . . . . . . . . . 530 . . . . . . . . . 540 . . . . . . . . . 550 
Pi-DO4  D D G E N W D Q S T R A T R G S I A R R Y P L N Y E M G A G F A A V K R A E G I T Y V D - E L I N E 
Pi-DO8  E D G E N W D Q S T R A M R G P I A R R Y P L N F Q M G L G H G E I K R A G D V S Y I D - T P I N E 
Pi-DO21  D D G E N W D Q S T R A M K G V I A K R Y P L N F S M G L K H G V V N H A E G D L H Y I D T T T N E 
Pi-DO16  D D G E N W D Q S T R A M R G V V A S R Y P L N F Q M G L G Q T P V S V N E G V A Y I D - T N I N E 
Pi-DO30  D D G E N W D Q S T R A M R G V I A Q R Y P L N F Q M G M G Q T P V T V N E G V S Y I D - T S I N E 
Pi-DO18  D D G E N W D Q S T R A M K G V V A Q R Y P L N F G M G V G L A P V Q R V A G V S Y V D - T N V N E 
Pi-DO6  V N E E D H I A C E R Q Q T N A R N I - - - - P P P I A L - - - - - - - - - - - - - - - - L S A H E 
Consistency 6 8 7 * 8 7 7 8 7 8 * 8 6 6 8 5 7 7 4 7 7 7 7 7 6 4 8 8 6 5 2 3 3 6 3 2 3 4 5 4 4 6 5 5 0 6 4 6 8 * 
                                                    
  . . . . . . . . . 560 . . . . . . . . . 570 . . . . . . . . . 580 . . . . . .               
Pi-DO4  H A Q F W T Y R A W A D W M D A E N W P A L K T A R T I P L T E G V L -               
Pi-DO8  H A Q L W L Y R A W A D W M S A A S W A D L K R D A T R P P V D G V V -               
Pi-DO21  H A Q L W T Y R G W A E W M D A E S W G Q L K Q I S V E H P G D L V - -               
Pi-DO16  H P Q L W T Y R A W A E W M D A E S W A Q L K Q N H S A A P K V G D L I               
Pi-DO30  H P Q L W T Y R A W A E W M D A D S W A Q L K Q T H S A P P K A G D L -               
Pi-DO18  H A Q L W T Y Q A W S E W M D A E S W A Q L G Q I A T S A P L - D G V R               
Pi-DO6  E R I G W F Y E T W R M S Q P G E D G S P R L - - - - - - - - - - - - -               
Consistency 8 5 7 5 * 6 * 7 7 * 7 6 7 8 6 8 7 7 7 5 5 7 5 4 2 3 4 2 3 5 2 1 3 2 3 0               
                                                    
 
 
 
 
 
 
Im einzelnen Vergleich weisen die Pi-DO16 und Pi-DO30 mit einer Sequenzidentität von 
88,7 % und einer Ähnlichkeit von 93,3 % die größte Übereinstimmung auf (Tabelle 8). Eine etwas 
 
Abbildung 30. Sequenzvergleich der 7 identifizierten RHO α-Untereinheiten aus 
P. immobile Stamm E (DSM 1986) nach Konservierung. 
Nicht konserviert 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Konserviert.  
Proteinsequenzergleich erstellt mit mit PRALINE multiple sequence alignment (www.ibi.vu.nl/) 
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geringere Sequenzidentität, bzw. -ähnlichkeit mit 52,5-85,8 % zeigten die Vergleiche zwischen Pi-
DO4, 8, 16, 18, 21 und 30. Die geringsten Übereinstimmungen mit allen verglichenen Sequenzen 
wurden für Pi-DO6 beobachtet: mit 15,3 % Sequenzidentität und 24,1 % Sequenzähnlichkeit 
zwischen Pi-DO6 und Pi-DO4. Mit Ausnahme der DO6 zeigt die Tabelle 8 jedoch eine allgemein 
sehr hohe Homologie unter den in der Proteomsuche identifizierten RHOs. 
 
Tabelle 8. Homologievergleich der sieben RHO α-Untereinheiten aus P. immobile nach 
Proteinsequenzidentität (I) und -ähnlichkeit (A) in Prozenta. 
 Pi-DO30 Pi-DO21 Pi-DO18 Pi-DO16 Pi-DO8 Pi-DO6 Pi-DO4 
Pi-DO30 
100 (I) 
100 (A) 
77,1 (I) 
84,0 (A) 
74,1 (I) 
85,2 (A) 
88,7 (I) 
93,3 (A) 
65,9 (I) 
76,5 (A) 
18,8 (I) 
30,9 (A) 
54,2 (I) 
63,1 (A) 
Pi-DO21 - - 
74,0 (I) 
83,5 (A) 
74,7 (I) 
82,6 (A) 
64,6 (I) 
75,4 (A) 
19,4 (I) 
29,4 (A) 
52,5 (I) 
59,6 (A) 
Pi-DO18 - - - 
76,3 (I) 
85,8 (A) 
63,1 (I) 
77,3 (A) 
22,2 (I) 
34,1 (A) 
53,6 (I) 
62,6 (A) 
Pi-DO16 - - - - 
64,2 (I) 
74,7 (A) 
20,2 (I) 
33,7 (A) 
53,3 (I) 
61,5 (A) 
Pi-DO8 - - - - - 
22,0 (I) 
33,6 (A) 
53,9 (I) 
62,1 (A) 
Pi-DO6 - - - - - - 
15,3 (I) 
24,1 (A) 
Pi-DO4 - - - - - - 
100 (I) 
100 (A) 
a Pairwise Sequence Alignment (www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) 
Fett hervorgehoben: höchste, bzw. niedrigste Übereinstimmung 
 
Um die Stellung der RHOs aus den beiden hier untersuchten Mikroorgansimen genauer in 
die literaturbekannte RHOs einordnen zu können, wurden alle annotierten α-RHOs aus P. immobile 
und Arthrobacter sp. (aus Tabelle 2) mit bekannten RHOs aus der nicht-redundanten 
Proteindatenbank der NCBI (Stand Dezember 2014) verglichen. Basierend auf der Homologie der 
jeweiligen α-Untereinheiten, umfasst der hierzu durchgeführte Vergleich mehr als 16.000 
Proteinsequenzen. Die so analysierten Sequenzen konnten in zwei RHO-Superfamilien unterteilt 
werden (Abbildung 31, mit freundlicher Unterstützung von C. Vogel).  
Mit Ausnahme der Pi-DO11, befinden sich alle α-RHOs aus P. immobile in Superfamilie 1. 
Wohingegen die Arthrobacter As-DO1 in Superfamilie 2 eingeordnet werden konnte. Sechs der 
sieben α-RHOs aus P. immobile aus Tabelle 8 konnten zudem in die gleiche Unterfamilie 
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eingruppiert werden, was nochmals ihre große Homologie zueinander unterstreicht. Aufgrund 
einer geringeren Sequenzübereinstimmung wurde Pi-DO6 in eine etwas entferntere Unterfamilie 
eingruppiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 31. RHO-Superfamilien basierend auf Sequenzen der NCBI nicht-redundanten 
Proteindatenbank. 
Zur Erstellung der Superfamilien wurden mehr als 16.000 literaturbekannte Proteinsequenzen von 
α-RHOs verwendet. Unterfamilien, zu denen Kristallstrukturen verfügbar sind, sind in roten 
Quadraten dargestellt. Die unter 3.2.8 und 3.2.9.1 verwendete Naphthalin-RHO aus P. putida und 
weitere RHO-Kristallsturkturen befinden sich wie Pi-DO2 in derselben Unterfamilie. Fett 
hervorgehoben sind die in den Proteomdaten identifizierten sieben RHOs aus P. immobile. (RHO-
Superfamilien erstellt von C. Vogel).  
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4. Diskussion 
4.1 Transportprotein Engineering - S. cerevisiae Galactose Permease Gal2 
Im Jahr 2012 lag die Welt-Ethanolproduktion bei 113,5 Mio. m3 und hat sich seit dem Jahr 2000 
mit 29,2 Mio. m3 beinahe vervierfacht (Statista GmbH). Hiervon entfallen 82,4 Mio. m3 (2012) auf 
die Kraftstoffanwendung, was nach wie vor die größte Anwendung darstellt. Bioethanol hat sich 
dabei weltweit als Biokraftstoff Nr. 1 etabliert. In Deutschland betrug im Jahr 2013 der 
Biokraftstoffverbrauch 3,5 Mio. Tonnen. (Fachagentur für nachwachsende Rohstoffe e.V.). Die 
traditionelle Herstellung von Bioethanol mit S. cerevisiae erfolgt durch Fermentation von Zucker-, 
Stärke- oder Cellulose-haltiger Biomasse. Neben der Verwendung als Biokraftstoff wird der 
Alkohol bspw. im Nahrungsmittelsektor für Spirituosen oder im chemisch-technischen Sektor in 
Kosmetika, Reinigungs- oder Lösungsmitteln eingesetzt. Gemeinsam mit Plattformchemikalien 
wie Propandiol oder Butandiol ist S. cerevisiae damit ein Beispiel für erfolgreiches synthetisches 
Metabolic Engineering, bei welchem die Bioethanolproduktion nicht nur wirtschaftlich gesehen 
gleichzeitig eins der bedeutendsten Produkte der Biotechnologie darstellt.  
Als Ausgangsrohstoffe für die Produktion von Bioethanol der 2. Generation dienen unter 
anderem Agrar- und Forstabfälle oder Pflanzen mit einem erhöhten Lignocellulose-Anteil. Die 
Nutzung dieser Quellen bietet die wesentlichen Vorteile, dass es sich hierbei um nachwachsende 
Rohstoffe handelt, die zudem in keiner Konkurrenz zwischen der Bioethanol- und 
Nahrungsmittelproduktion stehen. Dem gegenüber steht allerdings der Nachteil, dass 
lignocellulose-haltige Pflanzen oder Agrarabfälle neben Cellulose und Lignin zu einem 
beträchtlichen Teil aus Hemicellulose bestehen. Diese setzt sich aus den C5-Zuckern Arabinose 
und Xylose zusammen, wobei die Xylose einen Anteil von bis zu 30 % ausmachen kann. Allerdings 
wird durch den Umstand, dass S. cerevisiae über keine natürlichen Aufnahmesysteme für Xylose 
verfügt, die Nutzung dieser Zuckerquelle zur Bioethanolproduktion in industriellem Maßstab von 
vornherein erschwert. In einer großtechnischen Nutzung stellt dies jedoch den ersten 
Schlüsselschritt dar. 
Die Aufnahme von Xylose bedeutet hierbei den Transport eines nicht-natürlichen 
Substrats, was unter anderem dadurch deutlich wird, dass S. cerevisiae natürlicher Weise nicht fähig 
ist Xylose zur Energiegewinnung zu verwerten (Barnett et al. 1991). Durch Metabolic Engineering 
konnten in S. cerevisiae jedoch zwei heterologe Abbauwege etabliert werden, die es der Bäckerhefe 
ermöglichen Xylose sowohl als C-Quelle zu nutzen, als auch Ethanol daraus zu produzieren. Durch 
die heterologe Expression zweier Oxidoreduktasen aus Pichia stipitis konnte die erfolgreich 
Xyloseverwertung etabliert werden. Mithilfe einer Xylose Reduktase wird die Xylose unter 
NAD(P)H Verbrauch zu Xylitol reduziert und im zweiten Schritt durch eine Xylitol 
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Dehydrogenase und NAD+ Regeneration zu Xylulose oxydiert. Die Xylulose wird anschließend 
durch die zelleigene Xylulokinase zu Xylulose-5-Phosphat metabolisiert und tritt über den nicht-
oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs in die Glycolyse ein. Die unterschiedlichen Kofaktoren 
müssen jedoch auf verschiedenen Stoffwechselwegen regeneriert werden, was zu unterschiedlichen 
Xylitolkonzentrationen und dadurch zu reduzierten Ethanolausbeute führt. Ein anderer Abbauweg 
konnte durch die transgene Expression bakterieller oder fungaler Xylose Isomerasen erreicht 
werden, in welchem die aufgenommene Xylose in das Keto-Isomer Xylulose überführt wird. Die 
weitere Verstoffwechslung erfolgt daraufhin wie im ersten Abbauweg durch die Xylulokinase und 
den Pentosephosphatweg. (Kuyper et al. 2004; Karhumaa et al. 2006; van Maris et al. 2007; Hahn-
Hägerdal et al. 2007; Wisselink et al. 2007; Brat et al. 2009).  
Durch das Fehlen von Xylose-spezifischen Transportsystemen verläuft das Wachstum auf 
Xylose jedoch um ein vielfaches langsamer als im Vergleich zu Glucose. Um die Aufnahme von 
Xylose ins Zellinnere von S. cerevisiae signifikant zu steigern, wurde durch gerichteten Evolution 
mittels Zufallsmutagenese (error-prone PCR, epPCR) im ersten Schwerpunkt dieser Arbeit die 
S. cerevisiae zelleigene Galactose Permease Gal2 genetisch verändert. Diese Veränderungen führten 
dazu, dass die Xylose als neues und nicht-physiologisches Substrat in verschiedenen 
Konzentrationen signifikant schneller ins Zellinnere transportiert wird als beim wildtypischen 
Transportprotein. Weiter führten sie dazu, dass die natürliche Spezifität für Glucose herabgesetzt 
wurde, wodurch der beinahe simultane Transport von Xylose und Glucose in Konzentrationen bis 
0,9 % zu beobachten war. Diese beobachteten Eigenschaften des mutierten Gal2 
Transportproteins konnte auf Änderungen in der Aminosäuresequenz zurückgeführt werden. Die 
Positionen der erzeugten Mutationen aus den drei Mutageneserunden sind im Gal2 
Topologiemodel in Abbildung 32 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 32. Identifizierte Mutationen in der Gal2 Permease aus S. cerevisiae nach drei 
Mutageneserunden. 
Gal2 Topologiemodel nach SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/). Das Extrazytoplasma 
befindet sich oberhalb, das Zytoplasma unterhalb des Models. Die Zahlen bbezeichnen die 
Transmembranhelices  
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4.2 Steigerung der Xyloseaffinität und Reduzierung der Glucosespezifität 
Um die Transportgeschwindigkeit der Xylosemoleküle in Gal2 zu steigern, sollte im ersten Schritt 
die Affinität des Transportproteins für Xylose erhöht werden. Jedoch ist bis zum gegenwärtigen 
Zeitpunkt keine Kristallstruktur der Galaktose Permease Gal2 oder einem der anderen 
Hexosetransporter aus S. cerevisiae verfügbar. Für verschiedene Hexosetransporter (Hxt) in 
S. cerevisiae konnte allerdings einigen Transmembransegmenten (TM), bzw. einzelnen 
Aminosäurepositionen eine Funktion zugeordnet werden: 
 Q209, T213 (beide TM5) und D340 (TM7) sind involviert im Glucosetransport in Hxt7 
(Kasahara et al. 2011) 
 Q209 ist hierbei essentiell, D340 befindet sich innerhalb oder nahe der Substraterkennung 
(Kasahara & Kasahara, 2010) 
 TM7 spielt eine wesentliche Rolle in der Substraterkennung innerhalb der Hxt und MFS 
Transportproteine (Kasahara et al. 2007) 
 TM5, 7, 8 und 10 formen einen Teil des Transportkanals in Hxt7 und Hxt2 (Kasahara et al. 
2007; 2011) 
 L59, L61 (beide TM1), L201 (TM5), N331 (TM7), F366 (TM8), F431 (TM10) sind wichtig 
für den hoch affinen Glucosetransport in Hxt2, N331 zeigt direkte Substratinteraktion 
(Kasahara & Kasahara, 2003; Kasahara et al. 2004; 2006) 
 TM10 ist wichtig für die Substraterkennung in Hxt2 und Gal2 (Kasahara et al. 1997; 
Kasahara & Maeda, 1998) 
 Y446, W455 (beide TM10) sind essentiell, bzw. wichtig für die Galactoseerkennung in Gal2 
(Kasahara & Kasahara, 2000a; 2000b) 
Basierend auf diesen Daten wurde daher ein entsprechender Bereich innerhalb des Gal2 
Transportproteins ausgewählt, der die vermuteten und am Transportvorgang beteiligten 
Aminosäuren enthält (siehe Abbildung 32). Von diesem Bereich wurde mithilfe der 
Zufallsmutagenese-Methode epPCR eine Mutantenbibliothek erstellt, welche anschließend in 
Transmembranhelices (TM). Die schwarz hervorgehobenen Loops bezeichnen die mutierten 
Bereiche nach den ersten beiden Mutageneserunden, welche zur gesteigerten Xyloseaffinität führten. 
Die Sterne bezeichnen die Aminosäuresubstitutionen nach der dritten Mutageneserunde. Der dicke 
schwarze Pfeil und Stern bezeichnet die Mutation T386A in TM8. Die Restriktionsschnittstellen 
flankieren den jeweils mutierten Genbereich: 1. und 2. Mutageneserunde zwischen BamHI und 
MunI, 3. Mutageneserunde zwischen EagI und MunI. 
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einem selektiven Screeningverfahren auf Grundlage der Durchflusszytometrie (Reznicek, 2011) 
gescreent wurde. 
Aus insgesamt 13.700 einzelnen Hefezellen konnte aus der ersten Mutantenbibliothek eine 
Gal2 Variante 1.1 identifiziert werden, welche im Vergleich mit dem wildtypischen Gal2 
Transporter ein schnelleres Wachstum mit 2 % Xylose aufwies (Abbildung 11). Mit einer 
Aminosäuresubstitution (L311R) im großen zytoplasmatischen Loop zwischen der TM6/7 diente 
diese Variante 1.1 als Templat für eine zweite Mutantenbibliothek. Aus weiteren 14.400 Hefezellen 
konnten in der zweiten Screeningrunde vier weitere Gal2 Varianten mit erneut gesteigerten 
Wachstumsgeschwindigkeiten bei unterschiedlichen Xylose Konzentrationen identifiziert werden 
(Tabelle 1, Abbildung 12A-D). Aus den fünf generierten Gal2 Varianten der beiden 
Mutageneserunden zeigte die Variante 2.1 die signifikantesten Steigerungen bei allen getesteten 
Konzentrationen.  
Vor dem Hintergrund, dass es sich bei Gal2 um einen hochaffinen Glucosetransporter 
handelt (Reifenberger et al. 1997; Diderich et al. 1991), zeigten die nach Abbildung 12 
durchgeführten Versuche für diese Variante 2.1 einige neu erworbene Eigenschaften auf. Sowohl 
bei dieser, als auch bei den übrigen fünf identifizierten Varianten, wurden die Mutationen nicht 
innerhalb der TM identifiziert, sondern ausschließlich in verschiedenen Loopbereichen (Tabelle 1, 
Abbildung 32). Bei der Variante 2.1 wurden vier Aminosäuresubstitutionen im großen zentralen 
zytoplasmatischen Loop zwischen TM6/7 identifiziert (L301R, L311R, K310R, N314D), sowie ein 
weiterer Aminosäureaustausch im extrazytoplasmatischen Loop an der Grenzfläche zu TM10 
(M435T).  
In Anbetracht der beobachteten Auswirkung dieser Mutationen auf den Xylosetransport 
dieser Variante 2.1, erschien deren Lokalisation in den Loopregionen zunächst überraschend. Gal2 
zählt zur Sugar Porter Familie (SPF), der größten Unterfamilie der Major Facilitator Superfamilie (MFS) 
(Lagunas, 1993). Anhand von Kristallstrukturen bakterieller Vertreter aus der SPF wie dem Xylose-
Protonen-Symporter XylE (Sun et al. 2012; Henderse & Baldwin, 2013) oder der Lactose Permease 
LacY aus E. coli (Abramson et al. 2003), einem der bestuntersuchten Transportproteine überhaupt, 
konnte gezeigt werden, dass verschiedene der 12 TM dieser Transportproteine einen 
Transportkanal in der Zellmembran bilden. Für die Hexosetransporter Hxt2 und Hxt7 in 
S. cerevisiae konnte die TM5, 7, 8 und 10 als beteiligt an der Bildung eines Transportkanals 
beschrieben werden (siehe Auflistung oben). Diese TMs beherbergen dabei einige essentielle, bzw. 
wichtige Aminosäuren, die an der Substraterkennung oder dem Substrattransport beteiligt sind. 
Aufgrund der hochkonservierten Homologie innerhalb der SPF (Pao et al. 1998) aber auch den 
Hxt1-7 und Gal2 in S. cerevisiae untereinander (> 60 %) wird vermutet, dass daher bei Gal2 ein 
ähnlicher Transportmechanismus vorliegt. Die nun in dieser Arbeit erzeugten Mutationen in den 
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Loopbereichen der Gal2 Variante 2.1 (wie auch der übrigen Varianten der ersten beiden 
Mutageneserunden) schienen demnach eher indirekt am Xylosetransport beteiligt zu sein. 
 Neben der verbesserten Xyloseaffinität bei 0,1 % und 0,45 % Xylose zeigte die Variante 
2.1 darüber hinaus eine verminderte Transportaktivität beim Wachstum mit 2 % und 0,1 % 
Glucose. Im Vergleich zum wildtypischen Gal2 Transporter äußerte sich dies in einem deutlich 
verlangsamten Wachstum und sprach insbesondere bezüglich der Versuche mit 0,1 % Glucose für 
eine Verminderung der Glucosespezifität (Abbildungen 13A, 14A und C).  
 Die signifikanteste erworbene Eigenschaft dieser Gal2 Variante 2.1 konnten jedoch in 
Versuchen beobachtet werden, in denen gleichzeitig Glucose und Xylose als C-Quellen zur 
Verfügung standen (Abbildung 13C und D). Sowohl mit insges. 4 % Zucker (2 % Glucose mit 2 
% Xylose), als auch mit insges. 0,9 % Zucker (0,45 % Glucose mit 0,45 % Xylose) konnte für diese 
Variante ein deutlich schnelleres Wachstum gemessen werden als beim Gal2 Wildtyp. Die 
Ergebnisse aus diesen Experimenten deuten darauf hin, dass die Loopbereiche, wenn auch nicht 
zwangsweise unmittelbar am Zuckertransport beteiligt, für die Zuckerakzeptanz in Gal2 von 
Bedeutung sind (Reznicek et al. 2015a). Und zeigen darüber hinaus, dass die Mutationen dieser 
Variante 2.1 für die simultane Aufnahme von Glucose und Xylose von Vorteil sind. In den 
Versuchen mit 2 % Glucose/Xylose der Abbildung 13E zeigte sich für den Gal2 Wildtyp das 
Phenomän der Diauxie, bei dem die Glucose als bevorzugte Zuckerquelle zuerst verbraucht wird 
und die Aufnahme der Xylose gehemmt ist. Im Fall der Variante 2.1 zeigte das gleiche Experiment 
einen schnelleren Verbrauch beider Zucker mit einer Verkürzung der Diauxie Phase, obwohl für 
diese Variante zuvor bei Glucose als alleiniger Zuckerquelle ein langsameres Wachstum als der 
Wildtyp beobachtet wurde (Abbildungen 13A, 14A und C). Zudem zeigte das Experiment, dass 
die Hemmung der Xyloseaufnahme bei dieser Variante weniger stark ausgeprägt ist. Die Versuche 
mit 0,45 % Glucose/Xylose der Abbildung 13F zeigten bei der Variante 2.1 eine beinahe simultane 
Aufnahme beider Zucker, was mit dem beobachteten schnelleren Wachstum als beim Wildtyp 
übereinstimmt (Abbildung 13D). Diese Ergebnisse zeigen, dass die reduzierte Spezifität für 
Glucose und gesteigerte Affinität für Xylose zu einer geringeren Inhibition der Xyloseaufnahme 
führt, wenn sich gleichzeitig Glucose und Xylose im Medium befinden. Den Einfluss der Glucose 
in Ko-Transport Versuchen mit Xylose zeigten auch Subtil und Boles (2012). In ihrer Arbeit nutzen 
sie neben Glucose auch Maltose. Diese wird über ein anderes Transportsystem als Glucose und 
Xylose aufgenommen und erst intrazellulär in zwei Glucosemoleküle hydrolysiert. Hierdurch 
untersuchten sie, ob Glucose die Xyloseverwertung auf der Ebene des Transports inhibiert oder 
ob die gleichzeitige Pentoseverwertung durch den Glucosemetabolismus beeinflusst wird. Ähnlich 
den Ergebnissen aus Abbildung 13 zeigten Subtil und Boles, dass der inhibierende Effekt der 
Glucose auf den Transport der Xylose eine entscheidende Hürde bei der simultanen Hexose-
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Pentose-Verwertung darstellt. Sie zeigten zudem, dass durch eine Steigerung der Xyloseaufnahme, 
durch beispielsweise Pentose-affnineren Transportproteine, dieser inhibierende Effekt vermindert 
werden kann. Was mit den Beobachtungen der Variante 2.1 übereinstimmt.  
 In dieser Variante 2.1 enthält der große zytoplasmatische Loop zwischen TM6/7 drei der 
insgesamt vier Aminosäuresubstitutionen (L301R, K310R, N314R). Über die Funktion oder 
Anordnung dieses Loops in Gal2 ist derzeit nichts bekannt. Für den entsprechenden Loop in der 
LacY konnte jedoch gezeigt werden, dass er für den korrekten Membraneinbau verantwortlich ist 
und ihm so eine wichtige strukturelle Funktion in E. coli Permease zugeordnet werden (Weinglas 
& Kaback, 2000). Für GLUT1, einem verwandten Glucosetransporter aus Säugern und ebenfalls 
Mitglied der SPF, konnte innerhalb des Loops 6/7 zwar keine absolut Transport-essentiellen 
Aminosäuren identifiziert, jedoch ebenfalls eine strukturelle Funktion zugeordnet werden (Monden 
et al. 2001). Im Jahr 2014 wurde die Kristallstruktur dieses Glucosetransporters veröffentlicht 
(Deng et al. 2014). Und entsprechend dieser Struktur, bildet der Loop 6/7 ein zytoplasmatisches 
Bündel aus vier kurzen α-Helices. Deng und Kollegen konnten durch diese Struktur zeigen, dass 
dieses α-helikale Bündel als eine Art Riegel fungiert, der den nach außen hin geöffneten Transporter 
auf der zytoplasmatischen Seite verschließt. Bemerkenswerter Weise existiert dieses α-helikale 
Bündel ebenso in anderen Transportern wie XylE aus E. coli (Sun et al. 2012) und weiteren SPF 
Mitgliedern wie der GlcP aus Staphylococcus epidermis (Iancu et al. 2013), was die Vermutung nahelegt, 
dass es ebenso in Gal2 vorhanden sein und eine ähnliche Funktion einnehmen könnte. 
 
4.3 Steigerung der Xyloseaufnahme während des Ko-Transports mit Glucose 
Nachdem das Screeningverfahren mit 0,1 % Xylose zur Identifizierung der Affinitätsvariante geführt 
hat, sollte durch eine weitere Mutageneserunde die Xyloseaufnahme in der Gegenwart von Glucose 
gesteigert werden. Dies ist für eine spätere Anwendung bei der Produktion von Bioethanol aus 
Biomasse von besonderer Bedeutung. Die Affinitätsvariante 2.1 diente hierfür als Templat für eine 
dritte Mutantenbibliothek.  
Aufgrund des beobachteten Diauxie Phenomäns, bei dem Glucose bevorzugt vor Xylose 
verstoffwechselt wird, wurde für das Screening dieser dritten Mutantenbibliothek ein 
Hexokinasedeletionsstamm (Δhxk1, Δhxk2, Δglk1, Δgal1) (Nijland et al. 2014) verwendet. Dieser 
Stamm ist aufgrund der Deletion seiner Hexokinasen nicht fähig, die Glucose zu phosphorylieren 
und demnach als Energiequelle zu nutzen. Der Transport hingegen ist davon nicht betroffen, 
sodass sowohl Xylose als auch Glucose bei der Aufnahme ins Zellinnere miteinander in 
Konkurrenz stehen. Allerdings zeigen nur diejenigen Hefezellen Wachstum, die aufgrund ihrer 
Mutation eine Präferenz für den Transport der Xylose erworben haben. 
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Der mit der Mutantenbibliothek transformierte Stamm DS69473 wurde auf Agarplatten 
mit 2 % Xylose und 10 % Glucose abgelegt und für mehrere Tage inkubiert. Aus insges. 13.100 
Einzelzellen konnten sieben neue Gal2 Varianten identifiziert werden (Tabelle 1), von denen in 
zwei lediglich stille Mutationen identifiziert wurden. Die übrigen fünf Gal2 Varianten dieser dritten 
Mutageneserunde verfügen über sieben zusätzliche Aminosäuresubstitutionen, von denen sich vier 
(Y226C, M339V, T386A, F444L) innerhalb der TM 5, 7, 8 und 10 befinden (Abbildung 32).  
Wie unter 4.2 erwähnt konnte gezeigt werden, dass die gleichen TM in Hxt7 sowie Hxt2 
an der Bildung eines Transportkanals beteiligt sind und für den hochaffinen Glucosetransport 
wichtige Aminosäuren enthalten (siehe Auflistung oben). In Anbetracht der hohen 
Sequenzidentität von ca. 71 % zwischen Gal2 und Hxt7, bzw. ca. 61 % zwischen Gal2 und Hxt2, 
ist es wahrscheinlich, dass auch in Gal2 diese TM für den Substrattransport wichtig sind. 
Jene Varianten, bei denen ein Aminosäureaustausch festgestellt wurde sowie die 
Affinitätsvariante 2.1 wurden anschließend ausgewählt, um sie genauer zu charakterisieren. Hierfür 
wurde wieder der Transporterdeletionsstamm DS68625 verwendet und das Wachstum mit 2 % 
Glucose, bzw. 2 % Xylose getestet (Abbildung 13A, 13B). Bei dieser Charakterisierung zeigte die 
Gal2 Variante 3.1 ein stark inhibiertes Wachstum mit Glucose, wohingegen das Wachstum auf 
Xylose nicht beeinträchtigt wurde. Der einzige Unterschied zwischen dieser Variante 3.1 und der 
Variante 2.1, welche als Templat für die dritte Mutantenbibliothek verwendet wurde, ist die 
Aminosäuresubstitution T386A innerhalb der TM8. (Abbildung 32, dicker schwarzer Pfeil und 
Stern). Dies deutete darauf hin, dass dieses Threonin 386 am Transport der Glucose beteiligt sein 
könnte, nicht jedoch beim Transport von Xylose. Allerdings zeigte diese Variante 3.1 in Ko-
Transportversuchen gänzlich kein Wachstum und auch keine Zuckeraufnahme (Abbildung 13C-
F). Demnach schien die Mutation T386A ebenso die Aufnahme der Xylose zu blockieren, sobald 
sich simultan beide Zucker im Medium befanden. 
Threonin 386 in Gal2 entspricht dem Threonin 371 in Hxt2, die sich beide in der TM8 
befinden. Kasahara und Kollegen konnten für Hxt2 zeigen, dass die TM8 einige kritische, bzw. für 
den hochaffinen Glucosetransport wichtige Aminosäuren beherbergt (A363, F366 und A368) 
(Kasahara et al. 2006). Zudem konnten Farwick und Kollegen (Farwick et al. 2014) kürzlich die 
Bedeutung dieser TM8 in Gal2 anhand verschiedener Substitutionen des Arginin 376 zeigen. In 
den veröffentlichen Daten bewirkte die Substitution N376F eine Verminderung der Inhibierung 
durch Glucose und führte dazu, dass keine Glucose mehr transportiert wurde. Zudem zeigte die 
Mutante N376F eine Affinitätssteigerung für Xylose, wenn auch nach wie vor mit nur moderaten 
Transportraten. Dies machte aber erneut deutlich, dass der Xylosetransport, der durch die Glucose 
nicht inhibiert wird, eine entscheidende Voraussetzung für die simultane Fermentation beider 
Zucker darstellt. 
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Um die Position 386 eingehender zu untersuchen wurde die Aminosäuresubstitution 
T386A durch ortsgerichtete Mutagenese im Gal2 Wildtyp eingeführt und die entstandene Variante 
Gal2_T386A auf Wachstum mit Xylose (2 % und 0,1 %) und Glucose (ebenfalls 2 % und 0,1 %) 
getestet (Abbildung 14). Als Kontrollen wurden die Varianten 3.1 und 2.1 mit untersucht und 
bestätigten die in Abbildung 13A, 13B beobachteten starken Auswirkung dieser Mutation in der 
Variante 3.1 im Vergleich zur Variante 2.1 oder dem wildtypischen Gal2. Für die Gal2_T386A 
Einzelmutante konnte hier allerdings nur eine geringe Auswirkung aufgrund dieser 
Aminosäuresubstitution festgestellt werden. Diese zeigte ein leicht langsameres Wachstum als der 
Wildtyp mit Glucose als C-Quelle und einem etwas schnelleren Wachstum als der Wildtyp mit 
Xylose als C-Quelle. Jedoch verfügt die Variante 3.1 über die zusätzlichen 
Aminosäuresubstitutionen (L301R, K310R, L311R, N314D, M435T) aus den Varianten 1.1 und 
2.1. Was darauf hindeutet, dass der blockierte Transport von Glucose durch eine Kombination aus 
mehr als nur einer dieser Mutationen verursacht wurde. Und darüber hinaus dafür spricht, dass für 
die Steigerung des Ko-Transports von Glucose aus der Cellulose und Xylose als neues Substrat aus 
der Hemicellulose der Austausch von mehr als nur einer Aminosäureposition notwendig ist 
(Reznicek et al. 2015a). 
 
4.4 Suche neuer Biokatalysatoren - Nutzung aromatischer Verbindungen als C-Quelle 
Die beiden aus Bodenproben isolierten Mikroorganismen Arthrobacter sp. und Phenylobacterium 
immobile Stamm E (DSM 1986) besitzen die Fähigkeit, komplexere aromatische, bzw. xenobiotische 
Verbindungen als C-Quelle zu nutzen. Hauptsächlich aufgrund isolierter Abbaumetaboliten 
wurden Mitte der 1970er bis Mitte der 1980er Jahre (Blecher et al. 1981; Wegst et al. 1981; Lingens 
et al. 1985; Haase-Aschoff & Lingens, 1979; Hauer et al. 1982) mögliche Abbaurouten der Substrate 
Antipyrin, bzw. Chloridazon in P. immobile (Abbildung 7) und Papaverin (Abbildung 8) in 
Arthrobacter sp. postuliert. Alle Routen zeigten eine initiale Dihydroxylierung im sog. Upper Pathway, 
was die Anwesenheit einer Rieske-non heme iron aromatic ring hydroxylating oxygenase (RHO) 
vermuten ließ. Im weiteren Abbau erfolgte die Ringöffnung der entstandenen Diole durch eine 
ring-spaltende Dioxygenase im sog. Lower Pathway (Sauber et al. 1977a, 1977b; Geissler, 1979; 
Wegst, 1981; Hauer, 1982; Müller et al. 1982; Mayer et al. 1985). Im Falle von P. immobile zeigten 
erste Untersuchungen der ersten drei Enzymen durch SDS-PAGE Analysen, teilweise Reingung 
und Charakterisierung mittels O2-Verbrauchsmessungen deren Beteiligung am Chloridazon Abbau 
(Abbildung 7). Daten zu Sequenzen oder oder genaue Größe blieben bisher jedoch nicht verfügbar. 
Über die Beteiligung entsprechender Dioxygenasen (DO) beim Papaverinabbau in 
Arthrobacter sp. gibt es ebenfalls kaum Informationen. Die Fähigkeiten dieser Enzyme jedoch, 
insbesondere das komplexere Papaverin zu hydroxylieren, macht sie potentiell zu interessanten 
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Biokatalysatoren für die syntehtische Biologie. Ihr Einsatz in neuen Stoffwechselwegen ermöglicht 
die Synthese neuer Wirk- und Naturstoffe oder neuartiger chiraler Biomoleküle. Kombiniert mit 
Metabolic Engineering, könnten diese in Produktionsorganismen etabliert werden oder aber bei der 
biologischen Sanierung von Umweltgiften Verwendung finden.  
Aufbauend auf den früheren Untersuchungen sollten diese nun fortgeführt und die 
Oxygenasen als Schlüsselenzyme bei der Verwertung der Substrate identifiziert, isoliert und für 
eine weiterführende Charakterisierung in E. coli kloniert werden. Die Strategie zu diesem Vorgehen 
ist in der folgenden Abbildung 33 dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5 Ring-hydroxylierende und ring-spaltende Dioxygenasen aus Arthrobacter sp. 
Bei diesem von Haase-Aschoff und Kollegen beschriebenen Mikroorganismus (Haase-Aschoff & 
Lingens, 1979) handelte sich um eins der ersten isolierten Bodenbakterien, welche Papaverin zur 
Energiegewinnung verwerten konnten. Dieses häufig in Bodenproben aufzufindende gram-
positive Bakterium wurde aufgrund seiner pleomorphen und heterogenen Erscheinung 
ursprünglich zu den Corynebakterien gezählt. Durch die Weiterentwicklung der systematischen 
Analysemethoden wurde es später als eigenständige Gattung Arthrobacter in die Familie der 
Micrococcaceae eingruppiert (Jones & Keddie, 2006). Nach Auswertung der Genomsequenzen im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit, mit anschließender Analyse der 16S rRNA, konnte der bisher als 
Nocardia sp. klassifizierte Mikroorganismus nun genauer zur Gattung Arthrobacter zugeordnet 
 
Abbildung 33. Strategie zur Identifizierung der Oxygenasen aus Arthrobacter sp. und 
P. immobile Stamm E (DSM 1986). 
Bei der Suche nach den Rieske-Typ (RHO) und ring-spaltenden Dioxygenasen angewendete 
Strategie: Shotgun Sequenzierung beider mikrobieller Genome, Annotierung der Genomdaten mit 
Motivsuche, Proteomanalyse der induzierten/nicht-induzierten Zellzustände und Auswahl gesuchter 
Gene zur Klonierung, heterologen Expression in E. coli und Biotransformation zum 
Aktivitätsnachweis. Mitte der Abbildung: Arthrobacter sp. Vereinzelungsausstrich. 
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werden (siehe 3.9). Diese neue Klassifizierung wurde durch die parallel durchgeführte 
Proteomanalyse und der damit verbundenen Proteinsuche der NCBI nicht-redundanten 
Proteindatenbank bestätigt. Der Organismus trägt nun seine neue Bezeichnung als Arthrobacter sp. 
(Reznicek et al. 2015b). 
Für viele Vertreter der Gattung Arthrobacter konnte die Fähigkeit gezeigt werden, zahlreiche 
aromatische Verbindungen umzusetzen oder als C-Quelle zu nutzen. Darunter befinden sich 
verschiedene Umweltschadstoffe wie Herbizide und Pestizide (bspw. Glyphosat, 4-Nitrophenol, 
Fluoren oder Phthalat). In diesen Untersuchungen zeigte diese Gattung einen sehr vielfältigen 
Metabolismus beim Abbau dieser Verbindungen, bei dem neben Oxygenasen auch 
Chlorohydrolasen, Amidasen und weitere Enzyme beteiligt sind (Jensen, 1964; Gil et al. 2000; 
Strong et al. 2000, 2002; Mongodin et al. 2006).  
Beim Abbau von Papaverin zeigten die Genomannotation und der durchgeführte Vergleich 
der Proteomdaten der Zellkultur mit Glucose als C-Quelle (nicht-induzierter Zellzustand) und 
Papaverin als C-Quelle (induzierter Zellzustand) die ersten Hinweise auf die vermutlich beteiligten 
Proteine. Hierbei konnten in der induzierten Papaverin-Kultur in der Tat zwei Oxygenasen 
identifiziert werden, welche in der Glucose-Kultur nicht vorhanden waren (Tabelle 3). Bei der 
ersten handelte es sich um eine extradiol-spaltende Dioxygenase (3,4-Dihydroxyphenylacetat 2,3-
Dioxygenase; in dieser Arbeit als As-ExDO1 bezeichnet). Bei der zweiten handelte es sich um eine 
Oxygenase vom Typ Rieske (Vanillat O-Demethylase Oxygenase; in dieser Arbeit als As-DO1 
bezeichnet), deren Proteinsequenz vor allem das typischerweise auftretende Rieske-Motiv (Neidle 
et al. 1991; Mason & Cammack, 1992) aufweist. Beide Oxygenasen verfügen über ein errechnetes 
Molekulargewicht von 41 kDa. Eine entsprechende Proteinbande der induzierten Papaverin-
Kultur konnte bei der SDS-PAGE Analyse in der Abbildung 15 beobachtet werden und könnte 
daher für entweder das eine oder auch beide Enzyme sprechen. Dies stützte die Vermutung, dass 
beide Oxygenasen beim Abbau von Papaverin beteiligt waren. 
Die genomische Lokalisation des As-ExDO1 ORFs im Genom von Arthrobacter sp. zeigte, 
dass sich diese Extradiol-Dioxygenase innerhalb eines möglichen Genclusters befindet (Tabelle 3, 
Abbildung 16). Die ORFs dieses Genclusters kodieren zusätzlich für eine Decarboxylase, 
Dehydrogenase, Aldolase und eine Hydratase. Bis auf die Hydratase konnten diese Enzyme 
ebenfalls in der Papaverinkultur der Proteomanalyse identifiziert werden. 1995 konnten Boldt und 
Kollegen (1995) ein chromosom-kodiertes Gencluster in Arthrobacter globiformis beschreiben, 
welches ebenfalls aus einer extradiol-spaltenden Dioxygenase mit einer downstream liegenden 
Dehydrogenase und einer Hydratase bestand. Auch sie vermuteten, dass es sich hierbei um einen 
Teil eines möglichen Operons handeln könnte. Eine ähnliche Anordnung der gleichen sowie 
weiterer Gene befindet sich auf dem 117 kb großen katabolischen TOL Plasmid (pWWO) aus 
4. Diskussion 
122 
 
Pseudomonas putida (Burlage et al. 1998). Dieses Megaplasmid kodiert für Enzyme, die für den Abbau 
von Toluol, Xylol und ähnlichen Verbindungen verantwortlich sind. Dort sind diese Enzyme in 
zwei großen Gencluster organisiert, die durch einen 14 kb großen Abschnitt getrennt sind (Franklin 
et al. 1981). Eins der beiden Gencluster umfasst die Enzyme des Upper Pathway und das andere 
Gencluster die Enzyme des Lower Pathway. In diesem befindet sich ein Extradiol-Dioxygenase 
kodierender ORF sowie weiterer Enzyme: eine Decarboxylase, Dehydrogenase, Hydratase und 
Aldolase. Mögliche Proteinsequenzvergleiche zwischen diesen Enzymen und denen aus 
Arthrobacter sp. zeigten eine Sequenzidentität zwischen 20-40 % und Sequenzähnlichkeit bis 60 %. 
Es könnte sich demnach bei dem Gencluster in der Abbildung 16A ebenfalls um zumindest einen 
Teil des Lower Pathways in Arthrobacter sp. handeln. Durch BLAST-Ergebnisse konnten darüber 
hinaus zwei Strukturmodelle der As-ExDO1 durch Überlagerung mit den Homoprotocatechuat 
Dioxygenasen aus A. globiformis und B. fuscum angefertigt werden (Abbildung 17). Entsprechend 
dieser Daten, handelt es sich dabei um eine Typ I Familie der Extradiol-Dioxygenasen, die als 
Homotetramer vorliegen könnte (Vaillancourt et al. 2006). Der Aktivitätstest der As-ExDO1 mit 
3,4-Dihydroxyphenylacetat nach Expression in E. coli zeigte ein aktives Enzym (Abbildung 29) und 
bestätigte dessen annotierte Funktion. Auch beim alternativ getesteten Substrat 4-Methylcatechol, 
welches bei anderen Enzymen wie der Catechol 2,3-Dioxygenase XylE aus P. putida mt2 zu einer 
Suizid Inaktivierung durch Oxidation des Eisenzentrums führt (Hugo et al. 1998), zeigte die As-
ExDO1 deutliche Aktivität. Dies spricht für ein weniger spezifisches Enzym, welches verschiedene 
Substrate akzeptiert. Gemeinsam mit der geclusterten Organisation könnte es sich hierbei um das 
Schlüsselenzym des vermuteten Lower Pathways handeln.  
Die Untersuchung der genomischen Lokalisation der Vanillat O-Demethylase Oxygenase 
As-DO1 zeigte unmittelbar downstream einen ORF derselben Orientierung. Dieser ORF wurde 
daraufhin als die beta-Untereinheit einer Vanillat O-Demethylase Oxygenase identifiziert (als As-
DO2 bezeichnet) (Abbildung 16B). Allerdings konnte diese, wie auch die benachbarten ORFs auch 
bei der spezifischen Proteomsuche nicht nachgewiesen werden. Einzig eine upstream liegende 
Decarboxylase und eine downstream liegende Dehydrogenase konnten identifiziert werden. Jedoch 
befinden sich beide Enzyme jeweils ca. 6.000 bp von den beiden Vanillat O-demethylase 
Oxygenase-Untereinheiten entfernt, zwischen denen sich zahlreiche weitere ORFs in beiden 
Orientierungen befinden. Ein eindeutiges Gencluster für den Upper Pathway konnte hier demnach 
nicht identifiziert werden. Als Kofaktor-abhängiges Enzymsystem ist für die Aktivität von RHOs 
die Elelektronen-Transportkette (ETC) notwendig (Ferraro et al. 2005). So konnten zwei 
Ferredoxine, bzw. vier Ferredoxin-Reduktasen annotiert werden (Tabelle 2), ihre weite Distanz zu 
den ORFs der As-DO1 und As-DO2 machte die Zuordnung jedoch schwierig. 
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Verschiedene Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass die ETC Komponenten von 
verwandten RHO Enzymkomplexen zum Teil die entsprechenden Enzyme des Expressions-Hosts 
ersetzen können (Hirose et al. 1994; Saito et al. 2000; Demanèche et al. 2004; Mukerjee-Dhar et al. 
2005; Ohmori et al. 2011; Khara et al. 2014). Um diese Hypothese beim hier untersuchten 
Arthrobacter sp. zu testen, wurden die identifizierten ORFs für As-DO1 (α-Untereinheit) und As-
DO1-2 (α- und β-Untereinheit) mit den Ferredoxin-, sowie Ferredoxin-Reduktase-Untereinheiten 
des Naphthalin-RHO Enzymkomplexes aus P. putida (Karlsson et al. 2003) fusioniert. Die 
klonierten Arthroabcter Hybridkonstrukte (pDTG141_As-DO1_NDOETC und pDTG141_As-
DO1-2_NDOETC) wurden anschließend in E. coli Rosetta(DE3) pRARE exprimiert. In der 
Ganzzell-Biotransformation wurden die Hybridkonstrukte daraufhin mit Papaverin als Substrat auf 
ihre Aktivitäten hin getestet (Abbildung 21). In der LC-MS Analyse zeigte sich beim Konstrukt mit 
As-DO1 (α-Untereinheit) bereits nach 24 h einen Produktpeak. Der gleiche Peak konnte in den 
Proben nach 48 h und 72 h Papaverinumsetzung, als auch bei der parallel durchgeführten 
Umsetzung mit As-DO1-2 (α- und β-Untereinheit) identifiziert werden (Anhang, Abbildung A-9). 
In den mitgeführten Kontrollen konnte ein entsprechender Peak nicht gefunden werden. Die im 
Fragmentierungsmuster detektierten Massen unterhalb dieses Produktpeaks entsprachen den 
Papaverin-Metaboliten (4), (5) und (6) (Abbildung 21D, F). Die Massen, passend zu den 
Metaboliten (1), (2) oder (3), konnte hingegen weder für das As-DO1, noch für das As-DO1-2 
Hybridkonstrukt detektiert werden. Dies spricht dafür, dass bereits die As-DO1 α-Untereinheit die 
Hydroxylierung der periphären Methoxygruppen katalysiert, was mit der zuvor annotierten 
Funktion dieses als Vanillat O-demethylase Oxygenase identifizierten Enzyms übereinstimmt. 1997 
konnte die Aktivität für die Vanillat Demethylase aus Pseudomonas sp. Stamm HR199 (DSM 7063) 
bei der Umsetzung von Vanillinsäure gezeigt werden (Priefert et al. 1997). Bei der Hydroxylierung 
der Methylether entsteht ein instabiles Hemiacetal, welches zu einem Alkohol und Formaldehyd 
dissoziiert. Wie schon bei der As-DO1, handelt es sich bei der vanA Vanillat Demethylase aus 
Pseudomonas um eine Rieske Oxygenase, die zu den Typ I RHO gezählt wird (Kweon et al. 2008). 
Die Oxygenasen dieses Typs I bilden meist ein Homo-Oligomer (αn), mit nur einer geringen 
Homologie und unterschiedlicher Sequenzlänge innerhalb verschiedener Spezies. Zudem handelt 
es sich hierbei um ein Zwei-Komponenten RHO-System, bestehend aus einer Oxygenase 
Komponente und einer weiteren Komponente, welche die Funktion einer Reduktase ausübt (siehe 
nachfolgend Abschnitt 4.7 und Abbildung 4). Dies stimmt mit der Beobachtung aus Abbildung 
16B überein, in welcher auf den ORF der As-DO1 ein weiterer ORF folgt, der als die β-
Untereinheit annotiert wurde und als die Reduktase fungiert. 
Zur weiteren Unterscheidung dieses RHO-Typs I kann das katalysierte Reaktionsprodukt 
herangezogen werden. Die Produkte der drei-Komponenten RHOs sind alle cis-Dihydrodiole, 
4. Diskussion 
124 
 
wohingegen die der Zwei-Komponenten RHOs entweder Carbonsäuren oder Catechole sind. 
Letzteres stimmt mit dem Metaboliten (5), bzw. (6) aus Abbildung 21F überein, dessen Massen 
detektiert werden konnten. Ob sich bei diesen Metaboliten das vicinale Diol am Phenyl- oder 
Isochinolinteil des Papaverins befindet, lässt sich anhand der Ergebnisse jedoch nicht sagen, da die 
Masse jeweils identisch wäre. Zudem konnten drei der vier hydroxylierten Methylether 
(Metaboliten 4-6) detektiert werden. Es könnte daher angenommen werden, dass auch die vierte 
Methoxygruppe von den Konstrukten hydroxyliert werden kann. Die entsprechende 
Molekülmasse konnte jedoch nicht detektiert werden. Allerdings ist die Tendenz zur Bildung des 
Diols für die klonierte Dioxygenase aus Arthrobacter sp. erkennbar.  
Die Bildung der Metaboliten konnte bereits bei der 24 h Probe anhand des Produktpeaks 
beobachtet werden. In den weiteren Proben nach 48 h und 72 h konnte keine Zunahme des 
Produktpeaks, sowie keine signifikante Änderung bezüglich des Substratpeaks beobachtet werden 
(Abbildung 21B, C). Eine mögliche Ursache hierfür könnte die schwere Verfügbarkeit des 
Papaverins als Substrat sein. Die Löslichkeit im wässrigen Milieu ist mit nur 25 mg/ml sehr gering, 
wodurch es für die Biotransformation in Ethanol gelöst werden musste und nur in einer sehr 
geringen Konzentration (1 mM) eingesetzt wurde. Durch fehlende Transportsysteme in E. coli 
könnte die Aufnahme und Verfügbarkeit des Substrats im Zytosol nochmals erschwert worden 
sein. Hierfür spricht, dass der Substratpeak keine signifikante Abnahme über die getestete Zeit 
zeigte. Eine Hydroxylierung am Stickstoffaromat des Isochinolinteils (Metaboliten 1-3 aus 
Abbildung 21F) konnte bei den hier getesteten Enzymen nicht identifiziert werden. Damit stellen 
die hier gezeigten Ergebnisse eine mögliche Erweiterung des postulierten Abbauweges (Abbildung 
8) von Papaverin in Arthrobacter sp. dar, der über die periphären Methoxygruppen erfolgt. 
 
4.6 Ring-hydroxylierende und ring-spaltende Dioxygenasen aus P. immobile Stamm E 
(DSM 1986) 
Um auch beim zweiten untersuchten Mikroorganismus P. immobile Stamm E (DSM 1986) die 
zentralen Enzyme beim Aromatenabbau zu identifizieren und zu testen wurde die Strategie aus 
Abbildung 33 angewandt: genomische Shotgun Sequenzierung und Annotation, gefolgt von der 
Proteomanalyse bis zur Klonierung und Expression. Bei diesem Bodenbakterium liegt die 
Besonderheit darin, dass es soweit bekannt, nur auf den xenobiotischen Verbindungen Antipyrin 
und Chloridazon wächst und diese als C-Quelle nutzt, auch ohne zuvor mit ihnen in der Natur in 
Kontakt gekommen zu sein. Mit Chloridazon als selektivem Substrat konnten so zahlreiche 
P. immobile Stämme auf verschiedenen Kontinenten isoliert werden (Lingens et al. 1985). Eine 
weitere Besonderheit dieses hier untersuchten Stammes E besteht darin, diese synthetisch 
hergestellten Verbindungen (mit Ausnahme von Phenylalanin) zu verwerten, andere natürliche 
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aromatischen Verbindungen wie Benzol, Phenol, Naphthalin oder Biphenyl jedoch nicht (Lingens 
et al. 1985; Eberspächer & Lingens, 2006). Der postulierte Abbau dieser Xenobiotika (Abbildung 7) 
(Müller et al. 1977; Sauber et al. 1977a, 1977b; Geissler, 1979; Wegst, 1981; Blecher et al. 1981; 
Müller et al. 1982) zeigt für P. immobile einen Aromatenabbau wie bei vielen anderen bakteriellen 
Abbauern: initiale Hydroxylierung des Phenolrings durch eine Dioxygenase im Upper Pathway und 
Ringöffnung des gebildeten Diols im Lower Pathway. Mit seiner besonderen Substratspezifität und 
der Tatsache, dass dieser Mikroorganismus auf verschiedenen Kontinenten isoliert wurde, deutet 
auf möglichweise neue RHO Enzymkomplexe hin.  
 Dies zeigte sich bereits nach der globalen Genomannotation (Tabelle 2). Unter den 
annotierten 3.520 Gesamtproteinen verfügt der P. immobile Stamm E über 6 ORFs, die 
ausschließlich für extradiol-spaltende Dioxygenasen kodieren. Zugleich lieferte die Annotation die 
ersten Hinweise auf die Komplexität des genetischen Hintergrunds: insgesamt konnten 18 
vollständige ORFs identifiziert werden, die für eine RHO α-Untereinheit kodieren und im 
Gegensatz dazu lediglich ein ORF, welcher für eine RHO β-Untereinheit kodiert. In Anbetracht 
der Bedeutung der ETC Enzymkomponenten standen der hohen Anzahl der RHO α-
Untereinheiten 3 annotierte Ferredoxine und nur 2 putative Ferredoxin-Reduktasen gegenüber. 
Diese sog. numerical imbalance deutet zum einen auf komplexe Organisation der katabolen Enzyme 
hin und zum anderen scheinen bei dem hier untersuchten P. immobile Stamm E die ETC 
Enzymuntereinheiten konserviert zu sein und sie scheinen mit mehr als nur einer spezifischen 
terminalen Oxygenase, bzw. RHO zu interagieren. Ähnliche Beobachtungen konnten für die 
Gattung Sphingomonas gemacht werden (Khara et al. 2014; Stolz, 2009; Romine et al. 1999). 
Zahlreiche Sphingomonaden-Stämme, die wie P. immobile zur Klasse der α-Proteobacteria zählen, sind 
in der Lage verschiedenste aromatische Verbindungen wie z.B. (substituierte) Biphenyle, 
Naphthaline, (chlorierte) Phenole, Furane und Dibenzo-p-dioxine, Carbazol, Estradiol oder 
Nonylphenol abzubauen. Untersuchungen zeigten, dass einige Stämme sieben Gen-Paare besitzen, 
die für die α- und β-RHO Untereinheit kodieren aber nur ein einziges Ferredoxin und Ferredoxin-
Reduktase System. Im Gegensatz zu anderen Aromat-abbauenden Bakterien mit geclusterten 
Abbaupfaden in organisierten Operonstrukturen, sind bei den Sphingomonaden-Stämmen die große 
und kleine RHO Untereinheit zwar ebenfalls geclustert, befinden sich jedoch verstreut im Genom 
(Khara et al. 2014).  
 Mithilfe der spezifischen Proteomsuche anhand der Proteinsequenzen aller annotierten 
P. immobile RHOs konnten die ersten Hinweise auf die am Antiyprin-Abbau beteiligten Oxygenasen 
gewonnen werden. Hierbei konnte vor allem die Dioxygenase 16 und 30 (α-Untereinheiten) 
detektiert werden, die Dioxygenase 3 (β-Untereinheit), sowie drei der sechs Extradiol–
Dioxygenasen (Tabelle 4).  
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 Ähnlich der Organisation in Sphingomonas, befinden sich die ORFs der identifizierten 
P. immobile Oxygenasen mit einer Ausnahme nicht innerhalb eines Genclusters, sondern verstreut 
über weite Teile des sequenzierten Genoms (Abbildung 19). Ungewöhnlich erscheint hier, dass 
sich die RHO β-Untereinheit (Dioxygenase 3) isoliert von den übrigen α-Untereinheiten im 
Scaffold 1 befindet (Abbildung 19A). Getrennt durch mehrere ORFs befindet sich einzig die 
Dioxygenase 2 10.948 Basen upstream dieser Dioxygenase 3. Ebenfalls ungewöhnlich erscheint 
der Bereich der Dioxygenase 16 (Abbildung 19B). Diese RHO α-Untereinheit liegt umgeben von 
zahlreichen weiteren α-Untereinheiten (Dioxygenase 15, 17, 18, 19, 31 und 21) mit derselben 
Orientierung. Neben einer Dehydrogenase, wird dieses ORF-Cluster von einer Resolvase/Invertase 
und einer Tn3 Transposase unterbrochen. Die identischen ORFs der Resolvase/Invertase, 
Transposase und Dioxygenase 31 befinden sich ebenfalls auf dem in dieser Arbeit identifizierten 
natürlichen Plasmid (Abbildung 19C), auf welchem sich der ORF der Dioxygenase 30 befindet. 
Die Präsenz dieser Rekombinase/Invertase und Transposase auf dem Plasmid deutet auf eine 
genetische Mobilität dieser Bereiche hin. Mobile genetische Elemente spielen in Mikroorganismen 
bei Anpassungen an widrige Umstände oder beim Abbau von Umweltgiften eine wichtige Rolle 
(Shapiro, 1992; Davies, 1994; Top et al. 2000; 2002). Durch horizontalen Gentransfer werden in 
Bakterienpopulationen katabole Gene oder ganze Genomabschnitte ausgetauscht, die es der 
Empfängerzelle ermöglichen, sich an diese Umstände anzupassen. Die katabolen Gene befinden 
sich häufig auf Plasmiden mit einer Größe von mitunter mehreren 100 kb, wodurch es zum 
Austausch von ganzen Genkaskaden, bzw. Abbaupfaden für aromatische Verbindungen kommen 
kann. Ein prominentes Beispiel hierfür ist das pDTG1 Plasmid aus P. putida (Dennis et al. 2004), 
dem Plasmid des ebenfalls in der vorliegenden Arbeit verwendeten 
Naphthalin DO Enzymkomplexes. Die Anwesenheit der Tn3 Transposase spricht zudem für eine 
mögliche Transposition innerhalb des eigenen Genoms. In E. coli sind hierfür zwei Arten bekannt 
(Griffith et al. 1999), die konservative und replikative Transposition. Während der konservativen 
Transposition, wie bspw. beim Tn10 Transposon, wird ein transponierbares Element an einem Ort 
herausgeschnitten und an einem anderen Ort im Chromosom integriert, d.h. es wechselt seine 
Position. Bei der replikativen Transposition, wie beim Tn3 Transposon, entsteht eine Kopie und 
damit ein neues transponierbares Element, welches an einem neuen Lokus integriert wird, 
wohingegen das ursprüngliche transponierbare Element am Ursprungsort verbleibt. 
Die Beobachtung aus Abbildung 19B und C, in welcher sich die identischen Gene für die 
Tn3 Transposase sowie Resolvase/Invertase zusammen mit der Dioxygenase 31 befinden, lässt 
hier die replikative Transposition vermuten. Zudem zeigte die globale Annotation verschiedene 
Tn3 Transposasegene an unterschiedlichen Positionen im Genom. Dies könnte eine Erklärung für 
die von Kreis et al. (1981) und Poth (1985) bobachtete genetische Variabilität und Instabilität der 
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P. immobile Stämme sein. Innerhalb dieser berichteten sie von Insertionen und teilweisem Verlust 
von Plasmiden, abhängig von Kulivierungsbedingungen und C-Quelle. 
Die Tn3 ist eine höchst diverse Transposon Familie. Ihre Größe reicht von 3.000 bis über 
50.000 Basenpaare Länge (Ferreira et al. 2015). Neben der Transposase beinhalten die Transposons 
zudem üblicherweise einem weiteren ORF, welcher für die Resolvase kodiert und für die 
Integration zuständig ist, wie auch ein Resistenzgen für ein Antibiotikum wie Ampicillin oder als 
Schutz vor Schwermetallen. Eine Ampicillinresistenz konnte jedoch bei den Untersuchungen nicht 
beobachetet werden. Bei Zugabe von Ampicillin zur P. immobile Flüssigkultur mit Antipyrin als C-
Quelle, erfolgte keine weitere Zunahme der optischen Dichte. Die Tn3 Familie verfügt im 
Allgemeinen über Inverted Repeats von 38 Basenpaaren, von denen sie flankiert werden. Diese 
befinden sich im Unterschied zu anderen Insertions-Elementen nicht zwingend unmittelbar am 
Transposon, sondern können teilweise einige Hundert Basen entfernt liegen. Charakteristisch für 
eine Transposition ist die dadurch hervorgerufene Mutation und Umordnung der Gene, bzw. 
Gencluster, in welche sie inserieren. Abhängig vom Lokus kann dies zur Deletion, Inversion oder 
Insertion von Genen führen aber auch zur Änderung der Expression oder Transkriptionskontrolle, 
wenn dadurch die Promotoren oder Regulatoren betroffen sind. Das macht sie zu wertvollen 
evolutiven Instrumenten. Vermutlich mehr als die spontane Mutation einzelner Proteine aufgrund 
von Umwelteinwirkung wie radioaktiver oder UV-Strahlung, spielt diese molekulare Genetik eine 
entscheidende Rolle bei der Anpassung an den wechselnden Selektionsdruck (Shapiro, 1992): „[…] 
Genome as a dynamic information storage system that is always subjected to rapid modifications.“ Dies geschieht 
auf mehreren Ebenen. Zum einen sind die genetischen Grundlagen, wie die 
Informationsweitergabe vom Gen über die mRNA zum Protein und nicht umgekehrt, über die 
meisten Organismengrenzen hinweg konserviert. Hierdurch entfällt die Notwendigkeit, zelluläre 
Prozesse ausschließlich durch Modifizierung und Mutation individueller Proteine in individuellen 
Spezies anzupassen. Eine andere Ebene ist die Organisation des Genoms in Protein-kodierende 
Bereiche (Gene), Transkription-regulierende Bereiche (Promotoren) sowie repetitive Sequenzen 
wie Insertions-Elemente (Shapiro, 1992).  
Aufgrund der beschriebenen Bedeutung von Plasmiden und mobilen genetischen 
Elementen, wurde der Plasmid-kodierten Dioxygenase 30 (Abbildung 19C) eine besondere 
Bedeutung beigemessen. Hinweise von Sauber und Kollegen (1977b) deuten beim gesuchten RHO 
Enzymkomplex in P. immobile auf eine Drei-Komponenten DO der Unterklasse IIA hin (Mason & 
Cammack, 1992). Konfrontiert damit, dass sich keine ORFs der ETC Untereinheiten in der 
näheren Umgebung der Dioxygenase 30 befinden, wurden analog zu Arthrobacter sp. auch in diesem 
Fall die Plasmid-kodierten P. immobile RHOs Pi-DO30 und Pi-DO30-31 mit den ETC 
Komponenten aus P. putida fusioniert. Mit diesen Hybridkonstrukten konnte jedoch mit keinem 
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der getesteten Substrate Antipyrin oder Chloridazon eine Produktbildung beobachtet werden 
(Abbildung 22). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte eine unvollständige Expression der RHO-
Untereinheiten sein, wie die Analyse der Expression in Abbildung 23 zeigte. Ebenso ist eine 
unzureichende Assemblierung des Enzymkomplexes aufgrund des heterologen Ursprungs 
möglich, bei welcher die Stärke der Sequenzhomologie eine Rolle spielen kann. Hirose und 
Kollegen (1994) fusionierten die beiden Gencluster einer Biphenyl DO (bphA1A2A3A4) aus 
P. pseudoalcaligenes und einer Toluol DO (todC1C2BA) aus P. putida in unterschiedlichen 
Konstellationen miteinander. Bei einer Sequenzidentität von über 60 % zwischen den einzelnen 
Enzymuntereinheiten konnten sie nicht nur den möglichen Austausch der ETC Untereinheiten 
zeigen, sondern auch das Substratspektrum der ursprünglichen RHOs erweitern. Bei den klonierten 
Phenylobacterium Hybridkonstrukten handelt es sich jedoch um Komponten unterschiedlicher 
Gattungen, deren Sequenzhomologie < 45 % Ähnlichkeit beträgt (Tabelle 6).  
 Um einen homolgen RHO Enzymkomplex konstruieren zu können, wurden die 
Proteomdaten daher erneut mit den Proteinsequenzen der annotierten Ferredoxine und 
Ferredoxin-Reduktasen (Tabelle 1) sowie den sie flankierenden ORFs (Abbildung 24) untersucht. 
Einzig die Ferredoxin-Reduktase 1 konnte in beiden der P. immobile Antipyrin- und Phenylalanin-
Kulturen identifiziert werden (Tabelle 7). Diese Reduktase wird von ORFs flankiert, die für die 
Ferredoxine 2 und 3 sowie eine putative Dehydrogenase kodieren. Jedoch konnte bei dieser Suche 
lediglich die Dehydrogenase in beiden Kulturen identifiziert werden. Die geclusterte Anordnung 
derselben Orientierung dieser ORFs könnte allerdings auf ein mögliches ETC Gencluster 
hindeuten. Die Ferredoxin-Reduktase 1 und das direkt downstream liegende ORF der Ferredoxin 3 
wurden ausgewählt und zusammen mit den Pi-DO16 und Pi-DO30 (je mit der β-Untereinheit Pi-
DO3) als jeweils eigenständige, homologe RHO Enzymkomplexe fusioniert (Abbildung 25).  
Auf eine effiziente heterologe Proteinexpression in E. coli nehmen zahlreiche Faktoren 
Einfluss (Rosano & Ceccarelli, 2000; Sabate et al. 2010): die Wahl des Expressionsvektors, welcher 
eine zuverlässige Expression der Gene gewährleisten muss, die Codon-Usage der zu exprimierenden 
Gene, die Dauer der Expression sowie die hierbei herrschende Temperatur. Die Nutzung des 
bisher verwendeten E. coli Rosetta(DE3) pRARE Stammes war aufgrund der für E. coli ungünstigen 
Codon-Usage der exprimierten, GC-reichen Gene nötig. Er zeigte jedoch physiologische 
Schwierigkeiten durch langsames Wachstum mit einer mehrstündigen Anzuchtphase und einer nur 
schwachen Expression der Zielproteine (Abbildung 23). Die Verwendung von E. coli JM109(DE3) 
zeigte bei Expressionsversuchen mit katabolen Oxygenasen heterologen Ursprungs mehrfach gute 
Ergebnisse (Shields et al. 1995; Parales et al. 2000; Pinyakong et al. 2004). Durch Ko-Transformation 
mit dem pRARE2 Plasmid konnten Reiss und Kollegen (2014) im E. coli JM109(DE3) Stamm die 
Cholesterol Oxydase CgChoA aus Chryseobacterium gleum erfolgreich exprimieren und biochemisch 
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charakterisieren. Dabei war es nötig, die Expressionstemperatur für ihre Experimente auf 16°C 
herabzusetzten. 
Bei der Expression der homologen P. immobile RHO Konstrukte unter ähnlichen 
Bedingungen konnte eine Aktivität für das Pi-DO16 Konstrukt beobachtet werden (Abbildung 
27A). Nach der Biotransformation mit Antipyrin als Substrat zeigte die MS Analyse die Zunahme 
der Masse, passend zum monohydroxylierten Antipyrin-Metaboliten (3) (Abbildung 22C). Der 
Metabolit (1), bzw. (2) konnte hingegen bei keinem der beiden Konstrukte identifiziert werden.  
Monohydroxylierungsreaktionen sind auch bei verschiedenen Rieske-Typ DOs nicht 
ungewöhnlich und konnten für verschiedene RHOs bereits mehrfach gezeigt werden (Cartwright 
& Smith, 1967; Priefert et al. 1997; Fuenmayor et al. 1998; Chakrabarty et al. 2007; Dumitru et al. 
2009; Parales et al. 2011). Unter ihnen sind die Naphthalin RHO (NDO) und Toluol RHO (TDO) 
aus Pseudomonas. NDO verfügt über eine breite Substratspezifität, die neben Mono- und Di-
Hydroxylierungsreaktionen auch Dehydrogenierung, Dealkylierung und Sulfoxidation umfasst 
(Resnick et al. 1996). Beobachtet wurden Monohydroxilierungen an den Methyl-, Methen- und 
Ethyl, bzw. Ethylen Substituenten von Ethylbenzol, Toluol, (o-, m-) p-Xylol, (1,5-, 2,6-, 2,7-) 1,8-
Dimethylnaphthalin und 1,2,4-Trimethylbenzol oder dem nicht-aromatischen Teil von 
Acenapthalin, 1,9-Dihydrophenanthren und Inden (Resnick et al. 1996). Die breite 
Substratdiveristät aber auch die Struktur- und Homologie-Unterschiede innerhalb der RHO 
Familien, machen eine Vorhersage der Substratspezifität schwierig. Diese Diversität liegt 
vermutlich an der Koordinierung des Eisenions in der aktiven Tasche durch die 2-His-1-Carboxylat 
Facial Triade (HX4HXnE/D), die es dem Enzym erlaubt den molekularen Sauerstoff zu binden 
und mit dem Substrat zu reagieren (Hegg & Que, 1997; Que, 2000). Trotz der Tatsache, dass dieses 
strukturelle Motiv in zahlreichen Sauerstoff-aktivierenden Enzymen zu finden ist, darunter β-
Lactam Synthasen und verschiedene Extradiol DOs wie der Catechol DO BphC aus Pseudomonas 
putida mt-2 (Kita et al. 1999), ist die Homologie zwischen diesen sehr gering (Bruijnincx et al. 2008). 
Das Motiv zeigt sich bezüglich dem Abstand zwischen den beiden Histidinen und der Asparagin-, 
bzw. Glutaminsäure sehr variabel (Leitgeb & Nidetzky, 2008).  
Im Allgemeinen katalysieren RHOs die Bildung von cis-Dihydrodiolen als ersten 
Metaboliten im Abbau von aromatischen Ringsystemen. Im Vergleich zu diesen stellen sie ein 
energetisch ungünstiges Intermediat dar, welches durch spontane Dehydratisierung zu den 
entsprechenden Phenolen und H2O weitereagieren kann (Boyd & Sheldrake, 1997; Boyd et al. 1996; 
2001; 2011). Dies führt dazu, dass bei Untersuchungen in Mutantenstämmen oder heterologen 
Expressionshosts auch ohne eine spezifische cis-Dihydrodiol-Dehydrogenase, häufig 
monohydroxlierte Aromaten detektiert werden. Dies ist eine Erklärung für die Beobachtung von 
Pi-DO16-ETC1 in Abbildung 27A. Eine Anreicherung des Metaboliten und dessen 
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Strukturanalyse durch beispielsweise NMR-Spektroskopie könnte hier weiter Aufklärung liefern. 
Eine Anpassung der Expressionsbedingungen, Bedingungen der Biotransformation sowie die 
Wahl eines anderen Expressionswirts könnte ebenso Einfluss auf die Produktbildung nehmen. 
Entsprechend der Ergebnisse der Genomannotation und der Proteomsuche (Tabelle 2 und 4), 
verfügt P. immobile Stamm E noch über weitere RHO α-Untereinheiten. Es ist demnach auch 
denkbar, dass neben der getesteten Pi-DO16 noch weitere Pi-DOs am Abbau der Substrate 
beteiligt sind.  
 Von den sechs annotierten Extradiol-DOs in P. immobile konnten nur drei in der 
Proteomsuche identifiziert werden (Tabelle 4), von denen die Pi-ExDO3 und Pi-ExDO4 die 
höchste Peptidabdeckung aufwiesen. Zudem liegen beide Enzyme geclustert im Genom vor 
(Abbildung 19). Beide ORFs wurden dementsprechend ausgewählt, um sie gemeinsam in E. coli 
heterolog zu exprimieren und als zweites Schlüsselenzym des Antipyrin/Chloridazon Lower 
Pathways zu testen. Wie zuvor bei Arthrobacter sp. konnte die Aktivität auch für das klonierte 
Konstrukt Pi-ExDO3-4 gegenüber den Substraten 3,4-Dihydroxyphenylacetat und 4-
Methylcatechol gezeigt werden (Abbildung 29). Bei Pi-ExDO3 und Pi-ExDO4 handelt es sich laut 
Annotation um die katalytisch aktiven Untereinheiten einer Typ III extradiol-spaltenden DO mit 
nur einer geringen Sequenzidentität von 30,7 %. Veröffentlichten Arbeiten von Müller et al. (1977; 
1982) zufolge, in denen sie eine Catechol 2,3-DO aus dem P. immobile Stamm E isolieren konnten 
zeigten, dass diese ein Molekulargewicht (Mw) von 200 kDa besitzt, aus 6 Untereinheiten besteht 
und einen Isoelektrischen Punkt (pI) von 4,5 aufweist. Das durchschnittliche Mw einer 
Untereinheit dieser Catechol 2,3-DO entspricht demnach ca. 33,3 kDa. Pi-ExDO3 besitzt ein 
errechnetes Mw von 33,7 kDa und einen pI von 4,7. Die Pi-ExDO4 verfügt über ein errechnetes 
Mw von 35,9 kDa mit einem pI von 5,0. Demnach könnte es sich hierbei um die von Müller und 
Kollegen beschriebene Catechol 2,3-DO des Antipyrin/Chloridazon Lower Pathways im P. immobile 
Stamm E handeln. 
 
4.7 Systematische Einordnung der RHOs aus Arthrobacter sp. und P. immobile Stamm 
E (DSM 1986) 
Die Komplexität des RHO Systems ist eine Herausforderung für eine systematische 
Klassifizierung. Seit Beginn 1990 gab es hierfür verschiedene Ansätze. Ursprünglich wurden RHOs 
in 3 verschiedene Klassen eingruppiert, welche sich durch die Anzahl der Komponenten, v.a. der 
ETC Untereinheiten und der Art ihrer Redox-Zentren unterscheiden (Batie et al. 1991, Mason & 
Cammack, 1992). Dieses System, heute meist als traditionelle Einordnung bezeichnet, umfasst die: 
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Klasse I) Zwei-Komponenenten RHOs: bestehend aus einer terminalen Oxygenase, sowie 
einer Reduktase Komponente mit einem Flavin und Cys4 [2Fe-2S] Cluster (Pflanzen-typ, koordiniert 
durch 4 konservierte Cysteine) im selben Protein kombiniert. RHOs der Unterklasse IA enthalten 
FMN (z.B. Phthalat DO, Phenoxybenzoate DO (Chang & Zylstra, 1989; Dehmel et al. 1995)) und 
die der Unterklasse IB enthalten FAD (z.B. Bezoat DO, Antranilat DO (Bundy et al. 1998)).  
Klasse II) Drei-Komponenten RHOs: bestehend aus einer terminalen Oxygenase, sowie 
zwei eigenständigen ETC Untereinheiten, einem Flavoprotein mit FAD und einem separaten 
Ferredoxin mit [2Fe-2S] Cluster. Die Unterklasse IIA enthält Ferredoxine mit Cys4 [2Fe-2S] Cluster 
(z.B. Pyrazon DO (Sauber et al. 1977b)) und die Unterklasse IIB mit „Rieske-typ [2Fe-2S] Cluster“ 
(koordiniert durch 2 Cysteine und 2 Histidine (Cys2-His2)) (z.B. Benzol DO (Irie et al. 1987)).  
Klasse III) Drei-Komponenten RHOs: bestehend aus einer terminalen Oxygenase und 
ebenfalls zwei eigenständigen ETC Untereinheiten. Einem Flavoprotein mit FAD und Cys4 [2Fe-
2S] Cluster und einem Ferredoxin mit „Rieske-typ [2Fe-2S] Cluster“ (z.B. Naphthalin DO (Ensley 
& Haigler, 1990)).  
Die Sequenzanalyse des homologen RHO Enzymkomplexes Pi-DO16 mit den ko-exprimierten 
ETC Untereinheiten (Anhang, 7.3 Sequenzen) zeigt eine terminale Oxygenase mit dem 
konservierten „Rieske [2Fe-2S] Cluster“, sowie dem konservierten 2-His-1-Carboxylat Motiv (Que, 
2000) für die Koordinierung des mononukleären Eisen-Ions. Beim Ferredoxin handelt es sich um 
einen Cys4 [2Fe-2S] Cluster mit dem konservierten Bindemotiv CX4-5CX2CXnC (Chakraborty et al. 
2012) und für die Ferredoxin-Reduktase zeigten Sequenzvergleiche mit der NCBI-CDS und Pfam 
Proteindatenbanken (Finn et al. 2014; Marchler-Bauer et al. 2011) (Stand 08/2015) eine N-terminale 
FAD/NADH Bindedomäne und einen Reduktase C-Terminus. Nach der traditionellen 
Klassifizierung von Batie und Kollegen gehört der P. immobile RHO Enzymkomplex zu den Klasse 
II RHOs, bzw. Unterklasse IIA. Dies bestätigt erstmals auf Sequenzbasis die von Sauber und 
Kollegen 1977b beschriebene Zuordnung. 
Sequenzvergleiche des As-DO1-2 Konstruktes (Anhang, 7.3 Sequenzen) mit den NCBI-
CDS und Pfam Proteindatenbanken zeigten für die Vanillat O-demethylase Oxygenase als Zwei-
Komponenten System eine N-terminale FMN/NADH Bindedomäne und ein Cys4 [2Fe-2S] Cluster 
kombiniert in der Reduktase Komponente. Dies spricht für die Zugehörigkeit zur Klasse I, bzw. 
Unterklasse IA. Damit konnte auch für den Arthrobacter sp. hier erstmals eine Klassifizierung des 
RHO Enyzmkomplexes vorgenommen werden.  
 Später entdeckte und charakterisierte RHOs wie die Carbazol DO aus Pseudomonas sp. CA10 
(Sato et al. 1997) oder Ferredoxine mit dem seltenen [3Fe-4S] Cluster passten jedoch nur 
unzureichend in diese traditionelle Einordnung. Ein alternativer und spezifischerer 
4. Diskussion 
132 
 
Klassifizierungsansatz basiert auf der Substratspezifität und dem Sequenzalignment mit 
Distanzkalkulation der RHO α-Untereinheiten (Werlen et al. 1996; Nam et al. 2001). Der 
Schwerpunkt lag hierbei auf der Struktur-Funktions-Beziehung und führte zur Einteilung von vier 
neuen Familien. Dieser phylogenetische Ansatz beschränkte sich allerdings auf die Analysen der α-
Untereinheiten und ignorierte die zugehörigen β-, und ETC Komponenten. Die Kombination 
beider Aspekte, der terminalen Oxygenase und der ETC Komponenten vereint die Klassifizierung 
von Kweon et al. (2008) (Abbildung 4). Grundsätzlich basierend auf der Anwesenheit einer β-
Untereinheit der terminalen Oxygenase, der unterschiedlichen prosthetischen Gruppen in der 
Ferredoxin Komponente (einem [2Fe-2S] oder [3Fe-4S] Cluster) sowie der Eigenschaft der 
Reduktase Komponente (Glutathion-Reduktase (GR)-typ oder Ferredoxin-NAD+ Reduktase 
(FNR)-typ mit einer [2Fe-2S] Domäne entweder im N-terminalen Bereich (FNRN) oder C-
terminalen Bereich (FNRC)), schlägt diese Klassifizierung fünf neue RHO Typen vor: 
Typ I) repräsentiert zwei-Komponenten RHOs: bestehend aus einer Oxygenase und einer 
FNRC-typ Reduktase.  
Typ II) repräsentiert zwei-Komponenten RHOs: bestehend aus einer Oxygenase und einer 
FNRN-typ Reduktase.  
Typ III) repräsentiert drei-Komponenten RHOs: bestehend aus einer Oxygenase, einem 
[2Fe-2S]-typ Ferredoxin und einer FNRN-typ Reduktase.  
Typ IV) repräsentiert drei-Komponenten RHOs: bestehend aus einer Oxygenase, einem 
[2Fe-2S]-typ Ferredoxin und einer GR-typ Reduktase. 
Typ V) repräsentiert drei-Komponenten RHOs: bestehend aus einer Oxygenase, einem 
[3Fe-4S]-typ Ferredoxin und einer GR-typ Reduktase. 
Diese allgemein anerkannte Klassifizierung nach Kweon und Kollegen stellt eine der 
umfassendsten dar und lässt gleichzeitig mit der zunehmenden Anzahl neu identifizierter RHOs 
eine Erweiterung in zusätzliche Subtypen zu. So beispielsweise in die Subtypen Iα, wenn Vertreter 
des Typs I über eine terminale Oxygenase mit nur der großen α-Untereinheit verfügen, bzw. des 
Subtyps Iαβ, wenn die Vertreter des Typs Iα über eine zusätzliche β-Untereinheit verfügen. Wie 
bereits unter 4.5 beschrieben, zählt die vanA Vanillat Demethylase aus Pseudomonas sp. HR199 zu 
den Typ I RHOs. Entsprechend der Annotierung und dem „Rieske [2Fe-2S] Cluster“ mit dem 2-
His-1-Carboxylat Motiv innerhalb der As-DO1 sowie der N-terminalen FMN/NADH 
Bindedomäne und dem Cys4 [2Fe-2S] Cluster im C-terminalen Bereich (FNRC-typ) in der Reduktase 
Komponente der As-DO2 kombiniert (Anhang, 7.3 Sequenzen), fällt die Arthrobacter sp. As-DO1-
2 ebenfalls unter diesen RHO Typ I, bzw. dem Subtyp Iα. 
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Die Pi-DO16 konnte aufgrund des fehlenden Eisen-Schwefel Clusters in der Reduktase 
Komponente dem GR-typ zugeordnet werden und damit zu RHOs vom Typ IV, zusammen mit 
Vertretern wie der Biphenyl DO aus P. pseudoalkaligenes (Taira et al. 1992) und Carbazol DO aus 
Sphingomonas sp. (Sheperd & Lloyd-Jones, 1998).  
Die unerwartet hohe Anzahl an α-RHOs im Genom von P. immobile gegenüber von nur 
einer putativen β- und nur wenigen ETC Komponenten zeigt eine ähnlich komplexe Konstellation, 
wie sie bei verschiedenen Sphingomonas oder Mycobacterium Stämmen beobachtet wird. Mit Stand 
Oktober 2014 listete die NCBI nicht-redundante Proteindatenbank über 1.300 Einträge von 
sequenzidentifizierten RHOs. Hiervon ist nur ein kleiner Teil näher bestimmt und lediglich ca. 25 
„Standard“ RHOs sind gut charakterisiert und strukturaufgeklärt (Kweon et al. 2008). Darunter 
zählen beispielsweise die bereits erwähnten Naphthalin oder Biphenyl DOs. Als zentrale Enzyme 
im Abbau von aromatischen Substraten bieten Datenbanken wie die KEGG Pathway Database 
(Kanehisa, 2002), UM-BBD (Ellis et al. 2001), UniPathway (Morgat et al. 2012) oder MetaRouter 
(Pazos et al. 2005) weitere Informationen. Diese zielen dabei jedoch vorwiegend auf den Abbaupfad 
als Ganzes ab, mit allen darin involvierten Enzymen. Im Hinblick auf die in dieser Arbeit 
untersuchten RHOs, verfügte die OxDBase (Arora et al. 2009) als erste spezifische Datenbank über 
Informationen bezüglich sowohl Di- als auch Monooxygenasen. Die 2014 veröffentlichten 
Datenbanken RHObase (Chakraborty et al. 2014) und AromaDeg (Duarte et al. 2014) fokussieren 
ihre Einträge speziell auf RHOs oder auf ring-hydroxylierende, und ring-spaltende Dioxygenasen. 
 Zusammen mit den 25 „Standard“ α-RHOs aus Kweons Klassifikation und den in dieser 
Arbeit identifizierten α-RHOs aus P. immobile und Arthrobacter sp. als Seedsequenzen konnten 
mithilfe verfügbarer Sequenzdaten aus der nicht-redundanten Proteindatenbank NCBI zwei RHO 
Superfamilien erstellt werden, welche sich in weitere Unterfamilien mit >40 % Sequenzhomologie 
unterteilen (Abbildung 31). 14 der 18 identifizierten Pi-DOs befinden sich dabei in einer 
gemeinsamen Unterfamilie der RHO Superfamilie 1. Hier befinden sich bis auf die Pi-DO6 alle in 
der Proteomanalyse identifizierten Pi-DOs, was ihre große Sequenzähnlichkeit aus Tabelle 8 und 
ihre eigenständige Stellung im Sequenzraum wiederspiegelt. 
 Über einen Grund dieser hohen Anzahl putativ funktionsgleicher Oxygenasen in P. immobile 
Stamm E kann durch die hier durchgeführten Untersuchungen nur eingeschränkt Aussage 
getroffen werden. Der direkte Vergleich der 7 α-RHOs, die in der Proteomsuche identifiziert 
werden konnten (Tabelle 4 und 8), zeigt konservierte Bereiche innerhalb der Oxygenasen 
(Abbildung 30). Neben dem hochkonservierten N-teminalen Bereich mit dem charakteristischen 
Rieske-Motiv, zeigt der C-terminale Bereich neben dem 2-His-1-Carboxylat Motiv einen Wechsel 
von variablen und konservierten Abschnitten. Dies deutet auf mögliche substratspezifische 
Unterschiede hin.  
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Die ebenfalls in dieser Arbeit untersuchte Bäckerhefe S. cerevisiae verfügt über 18 Gene, 
welche für Hxt Proteine der gleichen Funktion kodieren. Ähnlich zu den RHOs aus P. immobile 
zeigen sie eine hohe Homologie untereinander, unterscheiden sich jedoch durch die 
Transportcharakteristik und Glucosespezifität und werden entsprechend eines externen Signals 
induziert, bzw. reprimiert (Ozcan et al. 1996; Klockow et al. 2008). Für das Überleben und 
Wachstum sind jedoch nur 7 der 18 Hxt notwendig und werden abhängig der vorhandenen 
Substratkonzentration exprimiert (Reifenberger et al. 1995; 1997; Diderich et al. 1999; 2001) (siehe 
1.3.1). Es ist demnach vorstellbar, dass auch trotz des bisher nur limitiert bekannten 
Substratspektrums, ein ähnliches Prinzip bei P. immobile und der Aktivierung der verschiedenen 
RHOs vorliegt, wonach durch einen Substratstimulus die Transkription des entsprechenden RHO-
Gens induziert wird. Hierbei könnte, wie beispielsweise schon bei Sphingomonas beobachtet, die 
Flexibilität zwischen der Oxygenase- und ETC Komponente einen evolutionären Vorteil bieten 
(Kweon et al. 2008; Charkraborty et al. 2012). Mit dem Austausch von nur einer Komponente 
anstatt des gesamten Enzymkomplexes ist eine raschere Adaption auf neue C-Quellen hin möglich. 
 
4.8 Ausblick 
Sowohl für die synthetische Biologie und dem Design neuer Stoffwechselwege, als auch für das 
Metabolic Engineering stellen die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse eine vielversprechende 
Ausgangssituation dar. Neben der Verwendung neuer Enzyme als Biokatalysatoren zur Herstellung 
neuer Stoffwechselprodukte ermöglicht die Verschiebung des Substratspektrums von 
Transportproteinen eine Erweiterung des verfügbaren C-Quellenspektrums für potentielle 
Produktionsorganismen. 
Die erreichte Steigerung der Xyloseaufnahme bei gleichzeitiger Verfügbarkeit von Glucose 
ist ein wichtiger Schritt beim Metabolic Engineering in S. cerevisiae und gleichzeitig eine wichtige 
Voraussetzung für die Herstellung von Bioethanol der 2. Generation aus Biomasse (Subtil & Boles, 
2012). Ungeachtet der verbesserten Affinität für Xylose der Gal2 Variante 2.1 und ihrer Fähigkeit 
Xylose und Glucose beinahe simultan in der Konzentration zu jew. 0,45 % zu transportieren, 
bleiben noch einige Fragestellungen ungeklärt. Zur besseren Aufklärung der Gal2 Permease wären 
Untersuchungen an Einzel-, Doppel- oder Mehrfachmutanten aus den mutierten Positionen 
hilfreich. Hierdurch ließe sich klären, inwieweit die einzelnen Mutanten für die Affinitätssteigerung 
verantwortlich sind, bzw. könnten dem Loop 6/7 eine genauere Funktion in Gal2 zuordnen. Die 
identifizierte T386A Mutation aus Variante 3.1 stellt zudem eine interessante Ausgangssituation für 
die Untersuchung transportrelevanter Aminosäuren dar. Auch wenn diese alleinige Mutation im 
Wildtyp keine bedeutenden Auswirkungen auf die Glucoseaufnahme zeigte, so ließe sich mit 
Sättigungsmutagenese eine mögliche Auswirkung dieser Aminosäureposition genauer untersuchen. 
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Auch die Fusion dieser Mutation mit der von Farwick und Kollegen (2014) identifizierten Position 
Arginin 376 wirft die Frage auf, ob hierdurch die Transportspezifität weiter verändert werden kann. 
Neben der weiteren Aufklärung des Transportmechanismus ist auch die Auswirkung der 
Mutationen auf die Aufnahme von Arabinose als weiteres nicht-natürliches Substrat in der 
Biomasse von Bedeutung. Darüber hinaus ließen sich die dadurch gewonnenen Erkenntnisse 
möglicherweise nicht nur auf die übrigen Hxt in S. cerevisiae übertragen, sondern auch auf weitere 
verwandte Transportproteine der SPF oder MFS. 
 Für die Verwertung aufgenommener Substrate und ihre Umsetzung zu neuen chiralen 
Biomolekülen stellen die Ergebnisse der identifizierten RHOs ebenfalls eine breite 
Ausgangssituation für weitere Untersuchungen dar. Die grundsätzliche Aktivität von As-DO1 und 
As-DO1-2 gegenüber Papaverin sowie Pi-DO16 gegenüber Antipyrin sollte durch Anpassung der 
Expressionsbedingungen gesteigert und das natürliche Substratspektrum durch Biotransformation 
mit Substratderivaten, bzw. strukturähnlichen Substraten näher bestimmt werden.  
 Die unerwartet hohe Anzahl an α-RHOs aus P. immobile Stamm E (DSM 1986) in 
Verbindung mit dem besonderen Substratspektrum dieses Bodenbakteriums und ihrer 
überwiegend eigenen Stellung im Sequenzraum, zeichnet sie für die Anwendung in neuen 
Stoffwechselwegen aus. Neben Pi-DO16 erscheint hier vor allem die Pi-DO2 als interessanter 
Kandidat. Als einziger Vertreter aus P. immobile Stamm E (DSM 1986) befindet sich diese RHO in 
derselben Unterfamilie wie bereits beschriebene und teils strukturaufgeklärte RHOs. So zum 
Beispiel die Biphenyl DO aus Pseudomonas sp. (Ohtsubo et al. 2000). Untersuchungen zur 
Sequenzähnlichkeit, bspw. hinsichtlich der Struktur im aktiven Zentrum, könnten Rückschlüsse 
auf eine Verbindung zwischen Struktur und Sequenz zulassen. Zusammen mit den übrigen Pi-DOs 
könnten sich zum einen Antworten zum ungewöhnlichen Substratspektrum von P. immobile Stamm 
E (DSM 1986) ergeben. Zum anderen würde dies die Grundlage darstellen, mit rationalem oder 
semi-rationalen Design das aktive Zentrum der Pi-DOs für neue Substrate zu formen und hierdurch 
die Hydroxylierung neuer und auch nicht-aromatischer Substrate wie bspw. Terpene zu 
ermöglichen. 
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5. Zusammenfassung 
Zum Design neuartiger Stoffwechselwege lag der Schwerpunkt dieser Arbeit zum einen auf dem 
Transport und zum anderen auf der Verwertung nicht-physiologischer C-Quellen in 
Mikroorganismen, mit den darin involvierten Schlüsselenzymen. Die Nutzung dieser Proteine und 
Enzyme als Biokatalysatoren im Metabolic Engineering und der synthetischen Biologie ermöglicht die 
gezielte Herstellung von Natur-, Fein- oder Grundchemikalien auf biotechnologische und 
nachhaltige Weise. 
Durch Protein Engineering der Galactose Permease Gal2 wurde der Transport der nicht-
physiologischen Xylose in Saccharomyces cerevisiae gesteigert. Nach insgesamt drei Runden error-
prone PCR und dem Screening von 41,200 einzelnen Hefezellen mithilfe eines FACS basierten 
Screening Assays, konnten acht Gal2 Varianten mit im Vergleich zum Wildtyp gesteigerter 
Transportfähigkeit für Xylose identifiziert werden. Unter diesen acht Varianten zeigte die Gal2 
Variante 2.1 die größte Steigerung der Xyloseaffinität mit gleichzeitig vermindertem Transport von 
Glucose. Diese Auswirkungen konnten auf fünf Aminosäuresubstitutionen (L301R, K310R, 
L311R, N314D, M435T) zurückgeführt werden. Mit Ausnahme von M435T wurden alle 
Mutationen in der großen zytoplasmatischen Loopregion zwischen TM6/7 identifiziert, und 
deuteten auf den Loop 6/7 und seine mögliche Bedeutung für die Zuckerakzeptanz. 
Untersuchungen dieser Variante 2.1 mit gleichzeitiger Verfügbarkeit von jeweils 0,45 % Glucose 
und 0,45 % Xylose zeigten, dass beide Zucker nahezu gleichzeitig aufgenommen und verwertet 
werden. Im Vergleich zum Wildtyp äußerte sich dies in einem schnelleren Wachstum. Eine andere 
Gal2 Variante 3.1, welche eine zusätzliche Aminosäuresubstitution (T386A) innerhalb der TM8 
trägt, zeigte ein stark beeinträchtigtes Wachstum mit Glucose, nicht jedoch mit Xylose. Die 
Verschiebung des Substratpektrums durch Herabsetzen der Glucosepezifität und Steigerung der 
Xyloseaffinität der Gal2 Variante 2.1 mithilfe des Protein Engineerings, führte zu einem erfolgreichen 
Ko-Transport beider Zucker bei einer Konzentration von 0,9 %.  
Zur Nutzung als Biokatalysatoren für neue Stoffwechselwege, wurden die postulierten 
Abbauwege der Substrate Chloridazon und Antipyrin in Phenylobacterium immobile Stamm E (DSM 
1986) sowie Papaverin in Arthrobacter sp. hinsichtlich der involvierten Schlüsselenzyme näher 
untersucht. Beide mikrobiellen Genome wurden hierzu mittels de novo Shotgun Sequenzierung 
bestimmt und funktionell annotiert. Dies lieferte für P. immobile 6 genomische Scaffolds, bestehend 
aus 3,33 Mbp mit einem GC-Gehalt von 67 % und 3.520 putativen Gesamt-Proteinen. Für 
Arthrobacter sp. lieferte dies 3 genomische Scaffolds, bestehend aus 4,85 Mbp, einem GC-Gehalt von 
62 % und 4.599 putativen Gesamt-Proteinen. 
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Mithilfe von Proteomanalysen konnte bei der Suche nach ring-hydroxylierenden (RHO) 
und ring-spaltenden Dioxygenasen (DO) als Schlüsselenzyme des Upper und Lower Pathway des 
Papaverinabbaus in Arthrobacter sp. eine Rieske Vanillat O-demethylase Oxygenase (As-DO1-2), 
eine Zwei-Komponenten RHO vom Typ Iα (nach Kweon et al. 2008), identifiziert werden. Eine 
Typ I Extradiol-DO (As-ExDO1) inmitten eines möglichen Genclusters und Teil des Lower 
Pathways konnte ebenfalls identifiziert werden. Nach Klonierung und heterologer Expression der 
As-DO1-2 und As-ExDO1 in E. coli Rosetta(DE3) pRARE konnte ihre Aktivität gegenüber 
Papaverin, bzw. Catechol gezeigt werden. Die Ergebnisse der As-DO1-2 und der Hydroxylierung 
der Methoxygruppen des Papaverins zeigen eine mögliche Ergänzung des postulierten 
Abbauweges in Arthrobacter sp. 
Für P. immobile Stamm E (DSM 1986) zeigte die Annotation des Genoms putative ORFs 
für insgesamt 18 RHO α-Untereinheiten, von denen sich 2 ORFs auf einem identifizierten, 
natürlichen Plasmid befinden. Zudem zeigte die Annotation lediglich 1 RHO β-Untereinheit 
(DO3), 3 Ferredoxine, 2 Ferredoxin-Reduktasen sowie 6 Extradiol-DO. Bezüglich RHOs als ein 
multi-komponenten Enzymsystem, zeigt dieses numerische Ungleichgewicht eine ungewöhnliche 
und komplexe genetische Ausstattung von P. immobile Stamm E. Gene für 2 Ferredoxine und 1 
Ferredoxin-Reduktase befinden sich zusammen mit einer Dehydrogenase innerhalb eines 
möglichen Genclusters. Die übrigen annotierten ORFs befinden sich verstreut über das gesamte 
Genom. Hiervon bildet die geclusterte Anordnung der DO15, 16, 17, 18, 19, 21 und 31 als α-
Untereinheiten eine Ausnahme. Diese Anordnung wird durch ORFs unterbrochen, die für eine 
Tn3 Transposase und Resolvase/Invertase kodieren. Identische Gene der Transposase, Resolvase 
und DO31 konnten auch auf dem natürlichen Plasmid identifiziert werden. Die Anwesenheit 
mobiler genetischer Elemente in P. immobile Stamm E zeigen einen genetisch komplexen und 
variablen Organismus. Zusammen mit der β-Untereinheit, konnten von den 18 annotierten RHO 
α-Untereinheiten 7 während der Proteomanalyse als potentiell am Abbau von Antipyrin detektiert 
werden. Die Klonierung eines homologen RHO Enzymkomplexes (Pi-DO16-ETC1) mit 
anschließender Expression in E. coli JM109(DE3) pRARE2 zeigte eine messbare Aktivität 
gegenüber Antipyrin als Substrat. Anhand von Sequenzuntersuchungen konnte dieser 
Enzymkomplex nach Kweon et al. (2008) als RHO System Typ IVa klassifiziert werden. Die Typ 
III Extradiol DO 3 und 4 (Pi-ExDO3-4), deren ORFs geclustert im Genom vorliegen und ebenfalls 
in der Proteomanalyse detektiert wurden, wurden in E. coli Rosetta(DE3) pRARE exprimiert. Wie 
bereits für die ring-spaltenden DO in Arthrobacter sp., konnte anhand von zwei unterschiedlicher 
Catechol Substrate ihre Aktivität und auch ihre mögliche Beteiligung im postulierten Abbau gezeigt 
werden. 
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Die in dieser Arbeit gezeigte Erweiterung des Substratspektrums eines Transportproteins 
ermöglicht die Nutzung zusätzlicher C-Quellen. Zusammen mit den hier neu identifizierten 
Biokatalysatoren bieten die gezeigten Ergebnisse eine vielversprechende Ausgangssituation für das 
Design neuartiger Stoffwechselwege im Bereich des Metabolic Engineering und der synthetischen 
Biologie. 
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5. Summary 
To design novel metabolic pathways, on the one hand the aim of this work was the transport and 
on the other hand the metabolism with its involved key enzymes of non-physiological C-sources 
in microorganisms. Application of these proteins and enzymes as biocatalysts for metabolic 
engineering and synthetic biology allows the specific biotechnological and sustainable production 
of natural, fine or bulk chemicals.  
Protein engineering of the galactose permease Gal2 increased the transport of the non-
physiological xylose in Saccharomyces cerevisiae. After applying three rounds of error-prone PCR and 
screening of in total 41.200 individual yeast cells using a FACS based screening assay, eight Gal2 
variants were obtained showing enhanced transport capacity for xylose compared to the wildtype. 
Among these eight variants, Gal2 variant 2.1 showed the largest enhancement in xylose affinity 
with simultaneously reduced transport of glucose. This effect could be attributed to five amino acid 
substitutions (L301R, K310R, L311R, N314D, M435T). With exception of M435T, the mutations 
are located in the large cytoplasmic loop region between TM6/7, which suggests that this loop 6/7 
is important in sugar acceptance. Investigations of this variant 2.1 with simultaneous availability of 
0.45 % glucose and 0.45 % xylose showed that both sugars are transported and utilized almost in 
parallel. Compared to the wildtype this resulted in a faster growth. Another Gal2 variant 3.1, which 
was found to carry an additional amino acid substitution (T386A) within TM8, showed a strongly 
impaired growth with glucose, but not with xylose. The shift of the substrate spectrum by lowering 
the glucose specificity and increasing xylose affinity of the Gal2 variant 2.1 by protein engineering, 
has led to an improved co-transport of glucose and xylose at a concentration of 0.9 %.  
 The be used as biocatalysts in novel metabolic pathways, the postulated degradation 
pathways of the substrates chloridazone and antipyrine in Phenylobacterium immobile strain E (DSM 
1986) and papaverine in Arthrobacter sp. were investigated in detail with regard to the key enzymes 
involved. Both microbial genomes were determined by de novo shotgun sequencing and functional 
annotation. This provided 6 genomic scaffolds for P. immobile, consisting of 3.33 Mbp with a GC 
content of 67 % and a total of 3,520 putative proteins. Regarding Arthrobacter sp. 3 genomic 
scaffolds were obtained, consisting of 4.85 Mbp with a GC content of 62 % and a total of 4,599 
putative proteins. 
 Based on proteome analysis the search for ring-hydroxylating (RHO) and ring-cleaving 
dioxygenases (DO) as the key enzymes of the upper and lower degradation pathway of papaverin, 
a Rieske vanillate O-demethylase oxygenase (As-DO1-2), a two-component type Iα RHO 
(according to Kweon et al. 2008), could be identified in Arthrobacter sp. A type I extradiol-DO (As-
ExDO1) within a possible gene cluster and part of the putative lower degradation pathway of 
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papaverine, could also be identified. After cloning and heterologous expression of As-DO1-2 and 
As-ExDO1 in E. coli Rosetta (DE3) pRARE, their activity could be shown for papaverine and two 
different catechol substrates, respectively. The hydroxylation of the methoxy groups of papaverine 
by As-DO1-2 represent a possible addition of the postulated degradation pathway in Arthrobacter sp. 
 For P. immobile strain E (DSM 1986), annotation of the genomic scaffolds identified ORFs 
for 18 putative RHO α-subunits, of which two ORFs are located on an isolated natural plasmid. In 
addition, ORFs were found coding only for one RHO β-subunit (DO3), three ferredoxins, two 
ferredoxin reductases and six extradiol-DOs. Regarding RHOs as a multicomponent enzyme 
system, this numerical imbalance shows an unusual and complex genetic content of P. immobile 
strain E. Genes encoding two ferredoxins and one ferredoxin reductase were found to be located 
along with a dehydrogenase gene within a possible gene cluster. The remaining annotated ORFs 
are scattered throughout the whole genome, except for DO15, 16, 17, 18, 19, 21 and 31 which are 
in a clustered arrangement. This arrangement is interrupted by ORFs which encode a Tn3 
transposase and a resolvase/invertase. Identical genes of the transposase, resolvase and DO31 were 
found to be present on the isolated natural plasmid. The presence of such mobile genetic elements 
within P. immobile strain E show a genetically complex and variable organism. Using proteome 
analysis, 7 of the 18 annotated RHO α-subunits together with the β-subunit could be identified as 
potentially involved in the degradation of antipyrine. Cloning and subsequent heterologous 
expression of a homologous RHO enzyme complex (Pi-DO16-ETC1) in E. coli JM109 (DE3) 
pRARE2 showed measurable activity for antipyrine as substrate. On the basis of sequence studies 
this enzyme complex could be classified as RHO system type IVa (according to Kweon et al. 2008). 
The type III extradiol-DO 3 and 4 (Pi-ExDO3-4), which are clustered, were detected by proteome 
analysis and were expressed in E. coli Rosetta (DE3) pRARE. According to the corresponding 
extradiol-DO from Arthrobacter sp., by using two different catechol substrates the activity of Pi-
ExDO3-4 and its potential involvement in the postulated degradation pathway could be shown. 
The expansion of the substrate spectrum of a transport protein shown in this work enables 
the use of additional C-sources. Combined with the newly identified biocatalysts the presented 
results are a promising starting point for metabolic engineering and synthetic biology and the design 
of novel metabolic pathways. 
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7. Anhang 
7.1 Tabellen 
Tabelle A-1. Assemblierte Scaffolds der genomischen Shotgun Sequenzierungen. 
Organsimus Scaffold # ENA Accession # Basenlänge (bp) 
P. immobile Stamm E     
(DSM 1986) 
Scaffold 1 CVJQ01000001 2.879.815 
Scaffold 2 CVJQ01000002 269.165 
Scaffold 3 CVJQ01000003 103.803 
Scaffold 4 CVJQ01000004 43.536 
Plasmid pPE (Scaffold 5) CVJQ01000006 19.243 
Scaffold 6 CVJQ01000005 13.003 
    
Arthrobacter sp. Scaffold 1 CVLG01000001 2.833.568 
 Scaffold 2 CVLG01000002 1.099.177 
 Scaffold 3 CVLG01000003 917.063 
 
 
Tabelle A-2. 16S rRNA Sequenz aus Arthrobacter sp. (5´ 3´). 
1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATG 
51 CAAGTCGAACGATGATCCCAGCTTGCTGGGGGATTAGTGGCGAACGGGTG 
101 AGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACT 
151 GGGTCTAATACCGGATACGACCATCTGGCGCATGTCATGGTGGTGGAAAG 
201 CTTTTGTGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTA 
251 ATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCC 
301 ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG 
351 AATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGAT 
401 GACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGA 
451 CGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA 
501 ATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT 
551 AGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGACCGGGGCTCAACTCCGGTTCT 
601 GCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTG 
651 GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGC 
701 AGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAA 
751 CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTG 
801 TGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCC 
851 GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 
901 CCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC 
951 TTACCAAGGCTTGACATGAACCGGAAAGACCTGGAAACAGGTGCCCCGCT 
1001 TGCGGTCGGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG 
1051 ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAG 
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1101 CGCGTTATGGCGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAA 
1151 GGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGC 
1201 ATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAA 
1251 TCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCAT 
1301 GAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG 
1351 TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTTGGTAACAC 
1401 CCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTGTGGGGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACC 
1451 GGCGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAGCCG 
Unterstrichen: Bindestellen der Primer #47 und #48 (Material, 2.1.6) 
 
 
Tabelle A-3. Aminosäuren. 
Aminosäure Abkürzung Code Aminosäure Abkürzung Code 
      
Unpolar (hydrophob)   Polar (neutral)   
   Alanin Ala A    Asparagin Asn N 
   Isoleucin Ile I    Cystein Cys C 
   Leucin Leu L    Glutamin Gln Q 
   Methionin Met M    Glycin Gly G 
   Phenylalanin Phe F    Serin Ser S 
   Prolin Pro P    Threonin Thr T 
   Tryptophan Trp W    Tyrosin Tyr Y 
   Valin Val V    
      
Basisch  
(positiv geladen) 
  Sauer  
(negativ geladen) 
  
   Arginin Arg R    Asparaginsäure Asp D 
   Histidin His H    Glutaminsäure Glu E 
   Lysin Lys K    
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Tabelle A-4. 84 identifizierte Proteine der Arthrobacter sp. Papaverin-Kultur. 
Identifizierte Proteine 
Peptidanzahl 
Pelletfraktion 
Peptidanzahl 
Lysatfraktion 
 Identifizierte Proteine Peptidanzahl 
Pelletfraktion 
Peptidanzahl 
Lysatfraktion 
2-methylcitrate dehydratase - 3  50S ribosomal protein L28 3 - 
2-oxo-hepta-3-ene-1,7-dioic acid hydratase - 2  50S ribosomal protein L9 3 - 
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta 2 -  6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase 2 - 
3,4-Dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase - 2  ABC transporter ATP binding protein 2 - 
3,4-Dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase 
HpcB 
8 7  ABC transporter permease 2 - 
30S ribosomal protein S10 2 -  ABC transporter substrate binding protein 2 - 
30S ribosomal protein S12 4 -  ABC transporter substrate binding protein 10 5 
30S ribosomal protein S14 2 -  Acetolactate synthase 3 regulatory subunit 2 - 
30S Ribosomal Protein S19 2 -  ACP synthase 2 - 
30S ribosomal protein S8 2 -  Adenosine deaminase - 3 
3-hexulose-6-phosphate synthase 2 -  Alanine dehydrogenase - 2 
4-aminobutyrate aminotransferase 3 4  Aldehyde dehydrogenase 4 4 
4-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase - 3  Alpha integrin 3 - 
50S ribosomal protein L23 4 -  Amino acid ABC transporter permease 2 - 
Bacterioferritin Comigratory Protein 3 -  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 4 
Bacterioferritin Comigratory Protein (Thioredoxin 
Reductase) 
3 -  Glycerol kinase 5 2 
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Betaine/glycine ABC transporter substrate-binding 
protein 
3 -  Glycerol transporter 3 - 
Betaine-aldehyde dehydrogenase 6 3  Glycosyl transferase, group 1 family protein 3 - 
C4-Dicarboxylat ABC transporter substrate-binding 
protein 
4 -  Glyoxylase family protein 2 - 
Carbon starvation protein CstA 2 -  Hypothetical protein 3 5 
Chaperone protein HscA 2 -  Hypothetical protein 3 - 
Citrate lyase beta subunit - 2  Hypothetical protein AAur_0166 2 - 
Co-chaperonin GroES 3 -  Hypothetical protein AAur_1111 2 - 
Cytochrome c oxidase, subunit I 2 2  Hypothetical protein AAur_1414 2 - 
Deoxycytidin triphosphate deaminase 2 -  Hypothetical protein AAur_2776 2 - 
Deoxyribose-phosphate-aldolase DeoC 2 -  Hypothetical protein AAur_3002 3 - 
Dihydrodipicolinate reductase - 2  Hypothetical protein AAur_3293 2 - 
FAD-dependent oxidoreductase - 2  Hypothetical protein PFREUD_16070 3 - 
FHA-domain containing protein 2 -  Hypothtical protein AAur_1473 2 - 
Glutathione-independent formaldehyde 
dehydrogenase 
- 2  Hypothtical protein AAur_3917 6 3 
Inosine 5-monophosphate dehydrogenase - 2  Peptide ABC Transporter substrate- binding-
protein 
6 3 
Malate:quinone oxidoreductase 2 -  Phosphoenolpyruvate carboxykinase 4 7 
Membrane protein 2 -  Polar amino acid ABC transporter protein 2 - 
Methionine-S-sulfoxide reductase 2 -  Proline dehydrogenase - 2 
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Molecular chaperone DnaJ 2 -  Ribosomal protein S13p/S18e 3 - 
Monooxygenase - 2  ROK family transcriptional regulator - 3 
NADH dehydrogenase 2 -  Serine/Threonine kinase domain- containing 
protein 
3 - 
Nucleosid diphosphate kinase 2 -  Sugar ABC transporter ATP-binding protein 2 - 
Nucleoside diphosphate kinase 2 -  Sugar ABC transporter substrate binding protein 2 - 
Orotidine 5‘-phosphate decarboxylase - 2  Thymidine phosphorylase - 2 
Oxidoreductase 2 -  Ubiquinone/menaquinon biosynthesis 
methyltransferase 
2 - 
Peptide ABC transporter permease - 2  Vanillate O-demethylase oxygenase 
component 
2 2 
Fett: zur Klonierung ausgewählte Proteine 
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7.2 Abbildungen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung A-1. pUC18 Plasmidkarte (Thermo Scientific, Braunschweig, DE). 
MCS: multiple cloning site. lacZ: Gensequenz für β-Galactosidase. lacI: kodierende Sequenz für den 
lac Repressor. AmpR: Gensequenz für β-Lactamase, Ampicillinresistenz. ori: origin of replication. 
Gezeigt sind single-cutting Restriktionsenzyme, die Zahlen in Klammern bezeichnen die Position der 
Restriktionsschnittstellen in Basenpaaren (bp). 
 
Abbildung A-2. pT7-7 Plasmidkarte (Tabor et al. 1985). 
MCS: multiple cloning site. T7 promoter: kodierende Sequenz für den T7 Promotor. AmpR: 
Gensequenz für β-Lactamase, Ampicillinresistenz. ori: origin of replication, Replikationsursprung. In 
Fett: single-cutting Restriktionsenzyme. Die Zahlen in Klammern bezeichnen die Position der 
Restriktionsschnittstellen in Basenpaaren (bp). 
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Abbildung A-3. pET-21b(+) Plasmidkarte (Merck KGa, Darmstadt, DE). 
MCS: multiple cloning site. lacI: kodierende Sequenz für den lac repressor. AmpR: Gensequenz für 
β-Lactamase, Ampicillinresistenz. ori: origin of replication, Replikationsursprung. fi ori: F1 Phage 
origin of replication. Gezeigt sind single-cutting Restriktionsenzyme, die Zahlen in Klammern 
bezeichnen die Position der Restriktionsschnittstellen in Basenpaaren (bp). 
 
Abbildung A-4. pET-22b(+) Plasmidkarte (Merck KGa, Darmstadt, DE). 
MCS: multiple cloning site. lacI: kodierende Sequenz für den lac repressor. AmpR: Gensequenz für 
β-Lactamase, Ampicillinresistenz. ori: origin of replication, Replikationsursprung. fi ori: F1 Phage 
origin of replication. Gezeigt sind single-cutting Restriktionsenzyme, die Zahlen in Klammern 
bezeichnen die Position der Restriktionsschnittstellen in Basenpaaren (bp). 
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Abbildung A-5. pRS313 Plasmidkarte (Sikorski & Hieter, 1989). 
MCS: multiple cloning site. AmpR: Gensequenz für β-Lactamase, Ampicillinresistenz. HIS3: 
Gensequenz für Imidazolglycerolphosphat Dehydratase, auxotropher Selektonsmarker in S. cerevisiae. 
CEN/ARS: S. cerevisiae CEN6 Zentromer fusioniert mit der autosomal replizierenden Sequenz, 
Replikationsursprung in Hefe. ori: origin of replication, Replikationsursprung. fi ori: F1 Phage origin 
of replication. Gezeigt sind single-cutting Restriktionsenzyme, die Zahlen in Klammern bezeichnen 
die Position der Restriktionsschnittstellen in Basenpaaren (bp). 
 
Abbildung A-6. pDTG141-NDO Plasmidkarte (Suen, 1991). 
nahAa: Gensequenz für die Ferredoxin-Reduktase. nahAb: Gensequenz für das Ferredoxin. nahAc: 
Gensequenz für die Oxygenase Untereinheit α. nahAd: Gensequenz für die Oxygenase Untereinheit 
β. AmpR: Gensequenz für β-Lactamase, Ampicillinresistenz. Die Restriktionsenzyme BcuI und XbaI 
dienten zum Herausschneiden der Oxygenase Untereinheit α und β, die Zahlen in Klammern 
bezeichnen die Position der Restriktionsschnittstellen in Basenpaaren (bp). 
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Abbildung A-7. pRARE und pRARE2 Plasmidkarten (Novagene  Inc., Madison, WI, USA). 
Ko-Expressionsplasmide mit E. coli seltenen Codons, kodiert für die tRNAs der Codons AUA, 
AGG, AGA, CUA und GGA (A). pRARE2 trägt zusätzlich die Gensequenz für die tRNA für CGG 
(B). P15A ori: origin of replication, Replikationsursprung. Cam: Gensequenz für Chloramphenicol-
Acetyltransferase. Die jeweilige Plasmidgröße ist in Basenpaaren (bp) angegeben. 
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Abbildung A-8. Phylogenetischer Stammbaum von Arthrobacter sp. nach der 16S rRNA 
Analyse. 
Grau hinterlegt ist der nun phylogenetisch klassifizierte Arthrobacter sp. (bisher als Nocardia sp. 
bezeichnet). Stammbaum erstellt mit EzTaxon-e (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon). 
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Abbildung A-9. LC-MS Analyse der Papaverin Biotransformation des Arthrobacter 
Hybridkonstrukts pDTG141_As-DO1-2_NDOETC (As-DO1-2). 
A: LC-Chromatogramm (250 nm) der exprimierten As-DO1-2 nach 24, 48 und 72 h Papaverin 
Biotransfromation. B: Zu A entsprechendes Massenspektrum. C: Fragmntierungsmuster des Peaks 
bei 2,095 min aus B im positiven Scan Modus. D: Fragmntierungsmuster des Peaks bei 3,185 min 
aus B im positiven Scan Modus (LC-MS Analyse durchgeführt von T. Bakker, Bachelor Thesis). 
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7.3 Sequenzen 
Auflistung der Sequenzen aller klonierten und exprimierter Gene aus P. immobile Stamm E (DSM 1986) und Arthrobacter sp.  
RHO Sequenz (DNA, Protein) 
Phenylobacterium immobile  
Pi-DO3 1        ATGGTTGACGTGATTGAAAAGCCGGCCGTGAAGCTGGACCTCGACGCCCTGCTGCTGCAGCACGAAATCGAGCAATATTATTACGTGGAAGCTGGCCTCC 
101    TCGACAACCGCGACTACGCGGAATGGCTGAAGCTGTTCACCGAGGACTGCCACTATTTCATGCCGGTTCGTCGCACGAAGACCAGCAACGAGCTGGACCG 
201    CGAATTCACGCGTCCAGGTGAAATCGCCTTCTTCGACGACGACCACGCCATGCTGGTCGCCCGCATCAAGAAGCTCGACACCGGCTACGCCTGGGCTGAA 
301    GATCCGCCCTCGCGCCAGCGCCACCTGGTCAACAACGTCCGTATTCTTGAGAATGACGGCGAGAAGCTGAAGGTCACCTCGAACTTCCACTTCTATCGCA 
401    CGCGTCTGAACTCGGAAGAGGACAACTGGATCGGCCATCGCGTTGACGAGCTGGTCCGTGTCGACGGCGAACTGAAGATCAAGACCCGCAACATCTATCT 
501    GGAGCAGACCGTTCTGCTCTCCCGCAACCTGAGCAACTTCTTCTAA 
 
Adenin: 128; Thymin: 104; Guanin: 144; Cytosin: 170; 58 % G-C 
 
 
1       MVDVIEKPAVKLDLDALLLQHEIEQYYYVEAGLLDNRDYAEWLKLFTEDCHYFMPVRRTKTSNELDREFTRPGEIAFFDDDHAMLVARIK 
91     KLDTGYAWAEDPPSRQRHLVNNVRILENDGEKLKVTSNFHFYRTRLNSEEDNWIGHRVDELVRVDGELKIKTRNIYLEQTVLLSRNLSNFF 
 
Pi-DO16 1       ATGAAGGAGGATCTGATGCTTTACGAAACCAAGGGCCCGTTCCGCACGATGGTCGACGTCGAGTCGGGCACGGTCGATCGCGGCATCTATGCGGACGAAG 
101   GCATCTATCAACTCGAGCTTGAGCGCATCTTCGCCCGCGCGTGGAACTTCATGTGCCACGAGAGCCAGATCAAAAAGCCGGGCGACTTCTTCCTGAGCTT 
201   CATCGGCGAAGAATCGGTCATCGCCACGCGGGACAAGAAGGGCGAGCTTCAGGTTCTGCTGAACAGCTGCCGCCACCGTGGGAACGCCGTCTGCCGGGCA 
301   GAAGAGGGCAACGCGCGCTCGTTCCTCTGCACCTACCACGGCTGGACCTATGGCCTCGACGGCCAGCTGATCGGCGTTCCCGGCTACAAGGATTTCTACC 
401  ACGAGCAGCTCGACAAGAGCCAATGGGGCCTGGTGAAGGCCGGCAAGGTCGCTAGCTACAAGGGCTTCGTCTTCGCCACCATGGACCCGGAAGCCCCGGA 
501   CCTTGAGGAATACCTCGGCGAGGTCGGCCGCATGGGCATGGACCTACTCGCCGAAAAGGGCGACCTGGAGCTGGTCGGCGGCGTTCAGAAGAACCTGATC 
601   GGCTGCAATTGGAAGCTGGCCGTCGACAACCTTTTCGACTGGTACCACCCGCAAATTTCCCACGCCTCGGCCTTCATGTCAGGCTTCCGGCCCCAGCTCG 
701  AGAAGTTGAGCCAAGAAGATCAGGAGCTGGCCAAGATCGCTGGCATCGGCGGCGGCGGCGCCCGTCAGCTGCAGCGCGCGGTTCTGGGCGCTTACGGCCA 
801   CGCCATTGGCGGCCCGCGTCTGACCAAGATCGAACGCGACGCCCGCGCCAAGCTCGGCGACAAGATCGAGATCCTGAACAACGATCGGTTCCGGGAACTG 
901   CCGCAAGCCCAGCAGGTCCTGGGCGAGGTCGGCATCGACACTGCCGGCCACCCCAATATCTTCCCGAATCTCTGGATGACCGGTTTCCAGCTGTCATTGC 
1001 GCCTGCCACGCGGCCCCAGCCAGTGCGAGATTTGGTGGTTCACCTTCGTGCCGAAGGAGGCTTCGGAAGAGCGCAAGAAGGTCATCGTCCATGGCGCGAA 
1101 CCACGTGTTCGGCGCGGCGGGTCTGTTGGAGCAGGACGATGGTGAAAACTGGGACCAATCCACGCGCGCAATGCGCGGCGTGGTCGCCAGCCGTTACCCG 
1201 TTGAACTTCCAGATGGGTCTCGGCCAGACTCCGGTCAGCGTCAACGAGGGCGTGGCCTACATCGACACCAATATCAACGAGCATCCCCAACTGTGGACGT 
1301 ATCGTGCCTGGGCGGAGTGGATGGACGCCGAAAGCTGGGCTCAGCTGAAGCAGAACCACTCGGCGGCGCCTAAGGTTGGCGACCTCATTTAA 
 
Adenin: 286; Thymin: 239; Guanin: 436; Cytosin: 431; 62 % G-C 
 
1      MKEDLMLYETKGPFRTMVDVESGTVDRGIYADEGIYQLELERIFARAWNFMCHESQIKKPGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSC 
91    RHRGNAVCRAEEGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEYLGEVGRMGM 
181  DLLAEKGDLELVGGVQKNLIGCNWKLAVDNLFDWYHPQISHASAFMSGFRPQLEKLSQEDQELAKIAGIGGGGARQLQRAVLGAYGHAIG 
271  GPRLTKIERDARAKLGDKIEILNNDRFRELPQAQQVLGEVGIDTAGHPNIFPNLWMTGFQLSLRLPRGPSQCEIWWFTFVPKEASEERKK 
361  VIVHGANHVFGAAGLLEQDDGENWDQSTRAMRGVVASRYPLNFQMGLGQTPVSVNEGVAYIDTNINEHPQLWTYRAWAEWMDAESWAQLK 
451  QNHSAAPKVGDLI 
 
Grau: Rieske [2Fe-2S] Bindemotiv; Unterstrichen: Fe2+ 2-His-1-Caboxylat Motiv (Que, 2000) 
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Pi-DO30 1       ATGCTTTACGACACACAGGGCCCATTCCGCACCATGGTCGACGAGAACACCGGCCAGGTGGATCGGTCGATCTTCGCCGACCAAGCGATCTACGAGGTGG 
101   AGCTGGAGCGCATTTTCGCCCGCGCGTGGAACTTCATGTGCCACGAGACGCAGATCCCGAAAGCCGGCGACTTCTTCCTGAGCTTCATTGGCGAAGAGAG 
201  CGTCATCGCCACGCGTGACAAGAAGGGCGAGCTGCAGGTCCTGCTGAACAGCTGCCGCCACCGCGGCAACGCGGTGTGCCGCGCGGAAGAGGGCAATGCC 
301   CGCTCGTTCCTCTGCACCTATCACGGCTGGACCTATGGCCTCGACGGCAGCCTGATCGGCGTGCCCGGCTACAAAGACTTCTACCACGAGCAACTGGACA 
401   AGTCGCAGTGGGGCTTGGTGAAGGCCGGCAAGGTCGCCAGCTACAAGGGCTTCGTCTTTGCGACCATGGATCCCGAAGCCCCGGACCTGGAGGAATACCT 
501   CGGTCCCGTCGGCCGAATGGGCATGGACCTGCTGGCTGAAAAGGGCAACCTTGAACTGGTCGGCGGCGTCCAGAAGAACCTGATCGGCTGCAACTGGAAG 
601   CTCGCCGTTGACAACCTCTTCGATTGGTATCATTCGCAGATCAGTCACGCCTCGGCCTTCATATCCGGCTTCCGGCCGCAGCTCGAGAAGCTGTCGCCTG 
701  AGGACCAGGAGCTGGCCCGGATCGCCGACATCGGTGCCGGCGGCGCGCGGACACTGCAACGCGCGGTCCTGGGGGCCTATGGCCACGCCATTGGCGGCCC 
801   GCGTCTGACGAAGATCGAACGTGAAGCCCGCGCCAAGCTTGGCGACAAGGTCGAGATCCTCCTCTACGACGACCGCTTCCGCGAATTGCCCAAGGCCCAG 
901   GAAGTCCTGGGTGAAGTCGGCATCGACACCGCCGGCCACCCGAACATCTTCCCGAACCTATGGATGACGGGCTGCCAGCTGGCGCTGCGGCTGCCCCGTG 
1001 GTCCCAGCACCTGCGAAATCTGGTGGTTCACCTTCGTGCCGAAGGAAGTCTCGGAGGAGCGCCGCAAGGTCATCATCCACGACGCGAACCATCTATTCGG 
1101 CCCGGCCGGCCTGCTCGAGCAGGACGATGGCGAGAATTGGGATCAGTCGACCCGCGCCATGCGCGGCGTGATCGCCCAGCGCTATCCGCTGAACTTCCAG 
1201 ATGGGCATGGGCCAAACCCCGGTGACGGTGAACGAGGGCGTGTCCTACATCGACACCTCGATCAACGAGCATCCCCAGCTGTGGACCTACCGCGCTTGGG 
1301 CGGAGTGGATGGACGCCGATAGCTGGGCTCAGCTGAAGCAGACCCACTCCGCCCCGCCGAAAGCCGGCGACCTCATCTAG 
 
Adenin: 273; Thymin: 228; Guanin: 429; Cytosin: 450; 64 % G-C 
 
1      MLYDTQGPFRTMVDENTGQVDRSIFADQAIYEVELERIFARAWNFMCHETQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAEEGNARSFLCTYHGWTYGLDGSLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEYLGPVGRMGMDLLAE 
181  KGNLELVGGVQKNLIGCNWKLAVDNLFDWYHSQISHASAFISGFRPQLEKLSPEDQELARIADIGAGGARTLQRAVLGAYGHAIGGPRLT 
271  KIEREARAKLGDKVEILLYDDRFRELPKAQEVLGEVGIDTAGHPNIFPNLWMTGCQLALRLPRGPSTCEIWWFTFVPKEVSEERRKVIIH 
361  DANHLFGPAGLLEQDDGENWDQSTRAMRGVIAQRYPLNFQMGMGQTPVTVNEGVSYIDTSINEHPQLWTYRAWAEWMDADSWAQLKQTHS 
451  APPKAGDLI 
 
Grau: Rieske [2Fe-2S] Bindemotiv; Unterstrichen: Fe2+ 2-His-1-Caboxylat Motiv (Que, 2000) (Que, 2000) 
 
Pi-DO31 1      ATGGATCCGGAAGCGCCGGACCTGGAAGAATACCTCGGTGAAGTCGGCCGCATGGCCATCGACATCATGGCTGAGAAAGGCGACCTCGAGGTCGTCGGCG 
101  GCATCCAGAAAAACCTGATCGGCTGCAACTGGAAGCTGGCGGTCGACAACCTGTTCGACTTCTATCACCCGCAGATCAGCCACGCCTCGGCGGCCATGTC 
201  CGGCTTCCGACGGCAGATCGAGAACCTGACGCCGGAAGAACTGGAAAAGGCTCGCAAGGCCGGCGTCGTCACCGGCGTCGCCCGTCCGCACCACCGGGTG 
301  GTCTTCGGCGCTTACGGTCACGCGATCGGCGGCCCGCGCCTGACACAGGAAATTCGCGACGTCCGTCGCGAACTGGACGGTAAGCTGTCCCAGCTTGAAG 
401  TTGAGAAGTTCCGCGACAAGCCGGAAGCCGCAGCCCAGCTCGGCGAGATTGGCATCGATGTCACCGGCCACCCGAATATCTTCCCGAACATGTGGCTGAC 
501  GAACGGCAACCAGGTTTCTCTGCGTTTGCCGCGTGGCCCTAGCAGCTGCGAGATCTGGTGGTTCACCTTCGTCCCGAAAGAAGCGACGCCTGAAGTCCGC 
601  GCTGACCTCGTTGATCGCGCGATCCACGTTTTCGGCGCCGCGGGCCTGCTCGAACAGGACGACGGCGAGAACTGGGATCAATCGACCCGGGCCATGAAGG 
701  GCCCGATCGCGCGCCGCTATCCTCTGCACTTCGGCATGAACGTTGGTGGCGGCGAGGTGAAGAATCAGGGTGGCGTGAGCTTTGTTGACACAAACATCAA 
801  CGAGCACGCGCAGCTTTGGACCTATCAAGCGTGGTCGGAATGGATGGACGCCGACAGCTGGGCGGCGCTTCGTAAGGACCATACGCGTCCGCCTGAAGCC 
901  GCCTCGGCGCGCTGA 
 
Adenin: 186; Thymin: 155; Guanin: 290; Cytosin: 284; 63 % G-C 
 
1      MDPEAPDLEEYLGEVGRMAIDIMAEKGDLEVVGGIQKNLIGCNWKLAVDNLFDFYHPQISHASAAMSGFRRQIENLTPEELEKARKAGVV 
91    TGVARPHHRVVFGAYGHAIGGPRLTQEIRDVRRELDGKLSQLEVEKFRDKPEAAAQLGEIGIDVTGHPNIFPNMWLTNGNQVSLRLPRGP 
181  SSCEIWWFTFVPKEATPEVRADLVDRAIHVFGAAGLLEQDDGENWDQSTRAMKGPIARRYPLHFGMNVGGGEVKNQGGVSFVDTNINEHA 
271  QLWTYQAWSEWMDADSWAALRKDHTRPPEAASAR 
 
Unterstrichen: Fe2+ 2-His-1-Caboxylat Motiv (Que, 2000) 
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Pi-Ferredoxin-Reduktase 1 
 1       ATGGTAGAGAAGCAGATGAGCGTTTCGTCTAAGGTGGTGATCCTGGGCGCCGGCCACGCTGGCGGCACGCTGGCGGCCCTGCTTCGCCAATATAAGCACG 
101   AAGGCGACATCGTGATGATCGGCGATGAGCCGATCGCCCCCTATCAACGCCCGCCGCTCTCGAAGGCCTGGCTGAAGGGTGAGGCCGACGCTGAGTCGCT 
201   GGCCCTGCGCCCAGTCCATTACTACGGCGACAACAACATCACCTTCATGCCTTCGACCAAGGCGGTTTCGCTGAATCGCGGCGCGAAGACTGTGACGCTC 
301   GATAATGGCGAAGTCGTCTCCTATGACATCCTGGTCATCGCCACGGGCGCGCGCGCCATGGCCCTGCCGGTGCCGGGCGCGGACCTGAAGGGCGTGTTGT 
401  CGCTGCGCACGGCAGCTGACGCCGAAGAACTGAAGAACGCCCTGAAACCCGGCAAGCGGATGGCGATTATCGGCGGCGGCTACATCGGCCTGGAAGCGGC 
501   GGCCTCGGCGCGTGCGCTCGGCGCCGAAGCCGTCGTGGTGGAACGCGAGCCGCGCCTCCTGGCTCGCTCGGCCTATCACGTGTTGTCGGACTTCCTGAAA 
601   GCCTACCATGAAGCCCGTGGCGTCACCTTCGAACTGGCGGCCAGCGCCGCGGCCTTCGAAGGCGAGGATGGCAAGGTCACTGGCGTGAAGCTGACCGACG 
701   GGCGCGTGATCCCCTGCGACATCGCGCTGGTGGGCATCGGTGCGGCGCCGAACGACGAATTGGCTCGGGAGTCGGGCATCGAATGCGAACGCGGGATCGT 
801   CGTCGATCTGGACGCGCGCACCTCCGACCCTTCGGTCTTCTCAATCGGCGACGTGACCCATCGGCCGATGCCGCTTTACGATCGCATGTTCCGACCGGAA 
901   AGCGTGCCGAGCGCGCTGGAGCAAGCCAAACAGGCGGCTTGCGCTATCGTTGGGCGGCCCCGCCCGCCGGGCGAAGCGCCGTGGAACTGGTCGGATCAGT 
1001 ACGATCTGAAATTGCAGATCGCAGGCGTACCGTTCGAGGTCGACAGCGTGCTGGTGCGCGGCGAGCCCTCGTCGGGCGCCTTCGCGGTCTTTCACCTGAA 
1101 GGGCGACCTCATCCAGGCGGTGGAGGCGATCAACGCGCCGGCCGAATTCCTGATGGGCCGCAACCTGATCCTGAGCCGCAAGCCGGTCGATCCGGCCAAG 
1201 CTTGCGGATTTGTCCGTTTCGATGAAAGAAGTCGCCGCCTGA 
 
Adenin: 217; Thymin: 213; Guanin: 418; Cytosin: 394; 65 % G-C 
 
1      MVEKQMSVSSKVVILGAGHAGGTLAALLRQYKHEGDIVMIGDEPIAPYQRPPLSKAWLKGEADAESLALRPVHYYGDNNITFMPSTKAVS 
91    LNRGAKTVTLDNGEVVSYDILVIATGARAMALPVPGADLKGVLSLRTAADAEELKNALKPGKRMAIIGGGYIGLEAAASARALGAEAVVV 
181  EREPRLLARSAYHVLSDFLKAYHEARGVTFELAASAAAFEGEDGKVTGVKLTDGRVIPCDIALVGIGAAPNDELARESGIECERGIVVDL 
271  DARTSDPSVFSIGDVTHRPMPLYDRMFRPESVPSALEQAKQAACAIVGRPRPPGEAPWNWSDQYDLKLQIAGVPFEVDSVLVRGEPSSGA 
361  FAVFHLKGDLIQAVEAINAPAEFLMGRNLILSRKPVDPAKLADLSVSMKEVAA 
 
Grau: FAD/NADH Bindedomäne; fett: Rossmann-fold NAD(P) Bindemotiv; Unterstrichen: Reduktase C-Terminus (PFAM, NCBI CDD) 
 
Pi-Ferredoxin 3 
 1       ATGGCTAACATCACCTACGTCCAATTCGACGGGACTGAGCAAACCGTCGACGTCAAGAACGGCCTCTCCGTGATGGAAGGCGCGATCAAGAACGACATCG 
101   AAGGCATCGACGCCGATTGCGGCGGCGCCTGCGCCTGCGCGACCTGCCACGTCTATGTCGACGAAGCCTGGCTGGAAAAGCTCGGCCGGCCGAACCCGAT 
201   GGAGGGCTCGATGCTGGACTTCGCCGAGAACCGCGAAGCCAACAGCCGCCTGTCGTGCCAGATCAAGGTCAACGACGAGCTGGACGGCCTGATCGTCCGG 
301   CTCCCGGAAAGCCAGCGCTAG 
 
Adenin: 73; Thymin: 46; Guanin: 99; Cytosin: 103; 63 % G-C 
 
1       MANITYVQFDGTEQTVDVKNGLSVMEGAIKNDIEGIDADCGGACACATCHVYVDEAWLEKLGRPNPMEGSMLDFAENREANSRLSCQIKV 
91     NDELDGLIVRLPESQR 
 
Fett: [2Fe-2S] Bindemotiv (Pfam, NCBI CDD) 
 
Pi-
ExDO3 
1      ATGCTGAAACTGGCCCTCGCCACCTCGAACGCGCCGGCGCTCTACCGCCCACGCTCGGCTTGGCAGACCGTCTATGACGCCTGGACCAATCCAGAGGTCC 
101 CGCCGCCCAACGAGCTGGAGGGCGAAACCGACGAGGTCGTCGACGGCTATATCGAGCGGATTAAGGCGGCCCAGAAGACGATGCGCGACAAGCTGGTCGC 
201  CGCGAAGCCCGACGTCATCCTGATGATCGGCTACGACGACGGCGTGGCGTTCAGCAACGTCCAGGTGCCGCAGTTCTGCACCTTCGTCGGCGAGGACCTG 
301  ACCGGTTCGGCCTCCATCCCGGAACTCGGCGAAAAGCCGGAAGACAACCGGGTGACCCTCAAGAACGACACCGACTTCGCCTGGGAGCTCCAGCGCTCGC 
401  TGGTCGATGAGGAGATCGACGTCAACTATATGGGCGTGCAAAACCCCATGGGTAAGCCGGAGTGGGGGACGAGCTCGGCCTTCACCCTGCCGGCGGCCAA 
501  TCTGCTGGCCGGCCTCGATATCCCGGTCACGCCTTTCTTTATCAATTGCACGCTCGAGCCGACGCTTCCGGGCCGTCGTATTTACGCCTTCGGCCAGAAA 
601  CTCGGTAAGGTCTTGGCGGGCATGGATCAGAACGTCGCCATTCTGGCGGTCGGCGGCCTCAGCCATGATCCTCGCGGCGCCCGCGCCGGCTGGATCGATG 
7. Anhang 
173 
 
701  ATCGTCTCGATCGCTGGGTGCTGAATTGCTTCAAGAAAGGCGACACCCAGCGCCTGAAGACTCTGTTTGATCTGGACTCCGACACGCTTTCGGGCGGCAC 
801  TGGTCAGATCCGCACCTGGCTCGCTGCGGCCGCCGCGGCGGAGAGCCAGGGCGGCAAGGCTGCGATTATCGACTATATTCCGGCGCTCCGGGCCATGACT 
901  GGCCTTGGTTTCGCCGCTTGGGATTTCGCTTAA 
 
Adenin: 170; Thymin: 170; Guanin: 290; Cytosin: 303; 64 % G-C 
 
1      MLKLALATSNAPALYRPRSAWQTVYDAWTNPEVPPPNELEGETDEVVDGYIERIKAAQKTMRDKLVAAKPDVILMIGYDDGVAFSNVQVP 
91    QFCTFVGEDLTGSASIPELGEKPEDNRVTLKNDTDFAWELQRSLVDEEIDVNYMGVQNPMGKPEWGTSSAFTLPAANLLAGLDIPVTPFF 
181  INCTLEPTLPGRRIYAFGQKLGKVLAGMDQNVAILAVGGLSHDPRGARAGWIDDRLDRWVLNCFKKGDTQRLKTLFDLDSDTLSGGTGQI 
271  RTWLAAAAAAESQGGKAAIIDYIPALRAMTGLGFAAWDFA 
 
Pi-
ExDO4 
1      ATGCCTGTTGGATTGGGAATCGGCGTTTCACACGCGCCGGGCATGTACCTGAAGACCCAGGAAGAATGGGACAACCTGTGGGAACGGCTTTCGACGGGCC 
101  GCGGGATCCCGCAACCGGGCTACGTCGCCCGCGAGACTGGCGAAAAGCTGCAGGAGATGATCGCCCGCATCCAAGCCGGTCACGACGCGCTCAAGAAGGC 
201  CTACGACGAGTATGATCCGGAGATCCTGATTATCATCGGCGGCGACCAGAGCGAAGTGTTCGACCGCTCAAACGTGCCTCAGCTGATGATGTTCATGGCC 
301  GAAAGCGGCCAAGGTCGCGCGCCCGGCCAGCCCATGGCTCAGCCCGGCGTGCCGGACAAGTTCCCGCCGATCAAGTTCGACATTGACGTCGAGTTCTCCA 
401  AGAACCTGCTGAACAAGCTCGTGAAGCAGAAGGACTTCGACGTCGCCTTCTCGACGGAGCTGAAGCCGCTCGGCCGCGCCCATGGCCTGCCGCACGCCTT 
501  CAACAACCCGGCGTCCTACATCTTGGACGACAACCACCGGACGCCGACGGTGATCTTCTACCAGAACACCTACGATCCGCCCTCGCTCAGCGCCAAGCGC 
601  TGCTATGACCTCGGCGTGGCGATCGCCGAGATCTGCAAGAACGATCCGCGGCGCATCGCCATCCTGGGCTCGGGCGGCCTGGCTCATGATCCGGGCGGCA 
701  AGCGTTCGGGTTGGCTCGACCAGCCCCTGGACAAGTGGTTCCTCGAGCAGATCGCCAACGGCGACGGCCGCAAGACCGAAGCGCTGTTCTCCTTTGACTC 
801  CGACACCATGGTCGCCGGCACGGGTGAAATCCGCGCCTGGATCACGGTGGCGGGTGCGATGGAGACCATGGGCGCCAAGGCCAACGTCGTCGACTATGTG 
901  GAAGCCGCCAAGACCGTCACCGGCCTGGGCTTCGCCTACTGGCTGGCTGAAGAGCCGCAAAGCCAACTGCTCGCCGCCGAATAG 
 
Adenin: 201; Thymin: 158; Guanin: 302; Cytosin: 323; 64 % G-C 
 
1      MPVGLGIGVSHAPGMYLKTQEEWDNLWERLSTGRGIPQPGYVARETGEKLQEMIARIQAGHDALKKAYDEYDPEILIIIGGDQSEVFDRS 
91    NVPQLMMFMAESGQGRAPGQPMAQPGVPDKFPPIKFDIDVEFSKNLLNKLVKQKDFDVAFSTELKPLGRAHGLPHAFNNPASYILDDNHR 
181  TPTVIFYQNTYDPPSLSAKRCYDLGVAIAEICKNDPRRIAILGSGGLAHDPGGKRSGWLDQPLDKWFLEQIANGDGRKTEALFSFDSDTM 
271  VAGTGEIRAWITVAGAMETMGAKANVVDYVEAAKTVTGLGFAYWLAEEPQSQLLAAE 
 
Arthrobacter sp. 
As-DO1 1       ATGACTGTCTCTGCAACAAAGACCACATCCACCGCCAAGCTCCTGCCCTCTCCGCTCAACGCATGGTTCGTGGCGGGGTGGGATCATGAGATTTCCGCCA 
101   AGGGGATTCTGGCCCGCACCATTGCGGGCCGCCCGCTGGCCCTCTACCGAACCGAGGACGGCCGCGCTGTCGCATTGGCCGACGCCTGCTGGCACCGTCT 
201   TGCCCCGCTGTCCCAGGGTAAACTCGTGGGCCGCGACGAGATCCAATGCCCGTACCACGGGCTGCGTTACAACGCTGCTGGCCGTTGCACCTCGATGCCC 
301   GCGCAGGAAACCCTCAATCCTTCAGCCACGGTGCCCTCTTTCCCTGTGGTGGAGCGGTACCGCTATGTGTGGGTCTGGCTCGGTGACCCTACGAAGGCCG 
401   ACCCGGGCCTGTTGCCGGACATGCACCAGTTGGAGAGCTCCGAGTGGGCGGGGGACGGCGAGACCATCCACGCCCCGTGCAACTACCAGCTGGTCCTCGA 
501   CAACCTTATGGACCTCACCCACGAGGAGTTCGTGCACAGCTCCTCGATCGGGCAAGAGGAACTGTCCGAGTCCGAGTTCGAGGTGACCCACGACGAGGCA 
601   TCCGTCACTGTCACCCGCTGGATGCGCAACATTGATGCGCCGCCGTTTTGGCTAAAGAACATGCGCGACAAGTTCCCGGACTTCGAGGGAAAGGTGGACC 
701   GCTGGCAGATCATCCATTACTACTTCCCGTCCACCATCTGCATCGACGTCGGAGTCGCCGCGGCCGGGACCGGAGCTCCCGAGGGCGATCGCTCCCGCGG 
801   GGTGAACGGCTACGTGATGAACACCATCACGCCGGAGACTGAACGTTCCTGCCACTACTTCTGGGCGTTCATGCGCAACTACCGGTTGGAGAGCCAGCTC 
901   ATCACCACGCAGCTGCGCAACGGCGTGCACGGGGTCTTTGGCGAAGACGAGGCCATGCTTCTTGCGCAGCAGGCGGCCATCGACGCCAACCCCGACTACG 
1001 AGTTCTACAACCTCAACATCGACATGGGCGGGATGTGGGTGCGCCGGCTCCTCGAGCGTGCGCTCGAAGCCGAGGGTCGCCTCGCAACCCTGCCGGGCAG 
1101 CTGA 
 
Adenin: 203; Thymin: 195; Guanin: 333; Cytosin: 373; 64 % G-C 
 
1      MTVSATKTTSTAKLLPSPLNAWFVAGWDHEISAKGILARTIAGRPLALYRTEDGRAVALADACWHRLAPLSQGKLVGRDEIQCPYHGLRY 
91    NAAGRCTSMPAQETLNPSATVPSFPVVERYRYVWVWLGDPTKADPGLLPDMHQLESSEWAGDGETIHAPCNYQLVLDNLMDLTHEEFVHS 
7. Anhang 
174 
 
181  SSIGQEELSESEFEVTHDEASVTVTRWMRNIDAPPFWLKNMRDKFPDFEGKVDRWQIIHYYFPSTICIDVGVAAAGTGAPEGDRSRGVNG 
271  YVMNTITPETERSCHYFWAFMRNYRLESQLITTQLRNGVHGVFGEDEAMLLAQQAAIDANPDYEFYNLNIDMGGMWVRRLLERALEAEGR 
361  LATLPGS 
 
Grau: Rieske [2Fe-2S] Bindemotiv; Unterstrichen: Fe2+ 2-His-1-Caboxylat Motiv (Que, 2000) (Que, 2000) 
 
As-DO2 1       ATGGCCGATTCCCACCACATCCTCTGGCAGCGGGCCGTCGTCGACGCCGTATCCGACGTGGCAGAGAACATCCGCCGCATCGTCCTGCGTCCGGAGCGTC 
101   CCTGCCCCATTCGTCCCGGCGAGCACGTGGATGTCCGCACGACCATCGACGGCGAGCAGCATGTCCGCTCATACTCCGTGGTCAACGCCGCCGACGATGG 
201   CACGCACCTCGCCCTCAGCGTCTACCGGACTCCCAACTCCCGGGGAGGATCCGTGTTCATGCACTCACTCCAGCCGGGGCAGCGCCTGGAGATCACCCAG 
301   CCGTTGCAGAACTTCCCGCTGCGGATCGGAGCCCCCTCCTACGTCTTGCTTGCCGGCGGCATCGGCATCACCGCAATCGCCGGGATGGCCGCGTTGCTGC 
401   GCCGCCTCGGCGCCGACTACCGCCTGGTCTATGTGGCCCGTTCCCGGGATGCGATGGCCTACCTGGATGACCTCGCCGCCATGCACGGGGACCGTTTCGA 
501   GGCGCACGTCGACGCGGAGGGCGCTCCCCTTGACGTCCGGGCTCTCGTGGGCTCAGCCCCCGAGGACGCAGAGTTTTACATGTGCGGGCCTATCCGGCTC 
601   ATGGACGCTGTCCGCCGTGCATGGACCGAACGGGAGCTCGAACCCACGAACCTGCGCTACGAGACTTTCGGCAACAGCGGCTGGTACGAGGCAGAACCGT 
701   TCACCGTACGGATACCGCGGCTGGGGGTAGAGACAATTGTCGGTTCCGACGAGTCCGTGCTGGAGGCCCTCGAACGTGATGGCGTGGACATGATGTCGGA 
801   CTGCCGCAAAGGTGAGTGCGGCCTGTGCCAGGTCAAGGTCCTTGAGCTCGCCGGACGGATCGACCACCGCGACGTTTTCTATTCGGACCGCCAGAAGGAA 
901   CCCAACACCAAAATGTGTTGCTGCGTCTCGCGGGTGGCCGCCGCCGAACCGGGCACAGACCCGACGCCCAGTCCCACCATCCTCACCATCGACGTCCCCT 
1001 GA 
 
Adenin: 169; Thymin: 171; Guanin: 306; Cytosin: 356; 66 % G-C 
 
1      MADSHHILWQRAVVDAVSDVAENIRRIVLRPERPCPIRPGEHVDVRTTIDGEQHVRSYSVVNAADDGTHLALSVYRTPNSRGGSVFMHSL 
91    QPGQRLEITQPLQNFPLRIGAPSYVLLAGGIGITAIAGMAALLRRLGADYRLVYVARSRDAMAYLDDLAAMHGDRFEAHVDAEGAPLDVR 
181  ALVGSAPEDAEFYMCGPIRLMDAVRRAWTERELEPTNLRYETFGNSGWYEAEPFTVRIPRLGVETIVGSDESVLEALERDGVDMMSDCRK 
271  GECGLCQVKVLELAGRIDHRDVFYSDRQKEPNTKMCCCVSRVAAAEPGTDPTPSPTILTIDVP 
 
Unterstrichen: N-terminale FMN/NADH Bindedomäne; fett: [2Fe-2S] Bindemotiv (Pfam, NCBI CDD) 
 
As-ExDO1 
 
 
 
 
 
 
 
1       ATGAGCAACCCGTTTACCGGCCCCATCATCACTCCAACAGTTCCCGCCCCGGACATCGTCCGCTGCGCATACTTGGAACTCGTGGTCACGGATCTGGCGA 
101   AGTCCCGCGCGTTCTACGTGGACCTTCTGGGCCTGCACGTCACAGAAGAGGACGAGAACACCATCTACCTTCGCTCCTTCGAGGAGTTCATCCACCACAA 
201   CCTGGTCCTCCGCAAAGGCCCGGTCGCAGCAGCCGCAGCGTTCGCGTACCGTGTGAAGTCCCCGGCCGAGGTGGACGCCGCTGAGGCGTACTACCGCGAG 
301   TTGGGCTGCCGGGTGGAGCGCCGCAAGGAGGGCTTCACCAAAGGTGTGGGCGACTCCGTCCGCGTGGAAGACCCGCTGGGCTTCCCGTACGAGTTCTTCT 
401   ACGACGTTGAGCACGTCGAACGCCTCACCCAGCGCTACGACCTCTACTCCGCCGGTGAACTCGTCCGGCTGGACCACTTCAACCAGGTGACCCCTGACGT 
501   CCCGCGCGGCCGCAAGTACCTGGAGGACCTCGGCTTCCGCGTTTCCGAGGACATCAAGGATTCCGACGGCGTCACGTACGCCGCGTGGATGCACCGCAAG 
601   CAGACTGTGCACGACACCGCGCTGACCGGTGGCAACGGACCCCGCCTGCACCACATCGCGTTCTCCACGCACGAGAAGCACAACATCATCCAGATCTGCG 
701   ACAAGATGGGCGCCCTGCGCATCTCCGACCGCATCGAACGCGGCCCCGGACGCCACGGTGTGTCCAACGCGTTCTACCTCTACATCCTTGATCCCGACGG 
801   CCACCGCGTAGAGATCTACACCCAGGACTACTACACGGGTGATCCGGACAACCCCACCGTCACCTGGGACGTCCACGACAACCAGCGCCGCGACTGGTGG 
901   GGCAACCCGGTGGTTCCGTCCTGGTACACCGAAGCCTCCCTGGTCCTGGACCTCGACGGCAACCCGCAACCCGTGATCGAGCGTACCGACGCCTCGGAAA 
1001 TGGCTGTCACCGTGGGCGCCGACGGATTCTCCTACACTCGTCCGGATAGCGCATCCGGCGAGGCTGCCGAGGGTTTCAAACTGGGAGCGCAGGTCTAA 
 
Adenin: 211; Thymin: 182; Guanin: 311; Cytosin: 393; 64 % G-C 
 
1      MSNPFTGPIITPTVPAPDIVRCAYLELVVTDLAKSRAFYVDLLGLHVTEEDENTIYLRSFEEFIHHNLVLRKGPVAAAAAFAYRVKSPAE 
91    VDAAEAYYRELGCRVERRKEGFTKGVGDSVRVEDPLGFPYEFFYDVEHVERLTQRYDLYSAGELVRLDHFNQVTPDVPRGRKYLEDLGFR 
181  VSEDIKDSDGVTYAAWMHRKQTVHDTALTGGNGPRLHHIAFSTHEKHNIIQICDKMGALRISDRIERGPGRHGVSNAFYLYILDPDGHRV 
271  EIYTQDYYTGDPDNPTVTWDVHDNQRRDWWGNPVVPSWYTEASLVLDLDGNPQPVIERTDASEMAVTVGADGFSYTRPDSASGEAAEGFK 
361  LGAQV 
7. Anhang 
175 
 
 
Auflistung der Proteinsequenzen aller annotierten RHOs aus P. immobile Stamm E (DSM 1986) und Arthrobacter sp. 
RHO Sequenz (mit Position im Genom und Orientierung) 
Phenylobacterium immobile 
Pi-DO2 Scaffold 2: 204405-205587(-) 
 
1      MAYYDTVAAELSPEVYSDPGLLGRELDGPFARSWLFGGPASWVEQPGAFYVTRVGRKAVVLWRDSAGVLGAYENRCARSEESIVAEPRGS 
91    AEELICGCHGWAYTRDGAKGSVPLKSMGAAVVDRGFVFVGRGSRTFREQLGEFAWYFDLIADSFAGGVVFHGELPLKTRLTCNWKLGVET 
181  YCGDQYRRLTVTKATTDALDKGEPNLTEGFQAAAGGGVVMLSAEYAETEVKALSATIFPNLSFDGDIGVLHVWHPVSANETEVHTYCLVA 
271  ANDPQSVRDAKRRRCSLHFGPTGMETQDHEAVWSQITKISRGRRRRRAGLNLQMGLGHERRSNYPGQISDLVSEMGQRSFYAWWQAEIDA 
361  PVDPAVHEDKLQLMIRKPSAEEGAPLSSQQNQN 
 
Pi-DO3 Scaffold 2: 207087-207633(-) 
 
1      MVDVIEKPAVKLDLDALLLQHEIEQYYYVEAGLLDNRDYAEWLKLFTEDCHYFMPVRRTKTSNELDREFTRPGEIAFFDDDHAMLVARIK 
91    KLDTGYAWAEDPPSRQRHLVNNVRILENDGEKLKVTSNFHFYRTRLNSEEDNWIGHRVDELVRVDGELKIKTRNIYLEQTVLLSRNLSNF 
181  F 
 
Pi-DO4 Scaffold1: 3614-5012(-) 
 
1      MRDLVRLLRRVARLGYRVFENSAACGTRSEPFGFRRHRSLTAAILPRLSPASVGASRGRTGLPLSTGGGGLLRLGPPSHLPSWAKTCGLG 
91    PRPLTAGAFRHAIVPILGVIAMLRGADKPFHDYVDVARHTVDRIIFSDQAVYEMELERIFARAWNFMCHESQIPKAGDFFLSFIGEESVI 
181  ATRDKKGELQVLLNSCRHRGNAVCRAEAGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPE 
271  APDLEEFLGPVGRLSIDLLAERGDLMIVEGVQKNQITCNWKLAVDNLFDFYHASISHASAYMSGFRAIRNPNSPQTPDYVRSIFRVVMGE 
361  YGHAIGGPKVTSEALDKLENEPDTNPRKRDLWRRRKPGAREILGEVGMEAGGHPNIFPNMWLTGNQVCLRLPKGPEITEIWWFTLVDKSV 
451  SDEQQEEVVHNANHNFGPAGFLEQDDGENWDQSTRATRGSIARRYPLNYEMGAGFAAVKRAEGITYVDELINEHAQFWTYRAWADWMDAE 
541  NWPALKTARTIPLTEGVL 
 
Pi-DO6 Scaffold1: 82414-83542(-) 
 
1      MARGCDAIRGMDIWTRTLVEEGAFVDEQAKLAGVWTFLGLTSDLKEDDAWITGQIGGRAVFVQRFGGTLRGFENVCAHRGFPLRLGGKGR 
91    GAVICGFHLWRYNADGRVVGVPIAQEAFGCSAEELHAGLAELEVACCGGLVFGRFAHQAPAGPLSGGLEAFLGDAFPMLETICQFSDAPA 
181  VRTYGRIVEANWKLMINITLDDSHLPAIHGRKRFSRRDEFDYWRFGAHSAHTEGQQETQAAMLADCVAGVYQPVRYKLFNLFPNVAIGLL 
271  RLGPYWYVLLQHFEPVGPAETKWRAHYFRTPWRAGAEPLLAPQSPRTTDRIVAWLFERVARRVNEEDHIACERQQTNARNIPPPIALLSA 
361  HEERIGWFYETWRMSQPGEDGSPRL 
 
Pi-DO7 Scaffold: 485708-487022(+) 
 
1      MNSQAEQSPKSGWRSAAMLHEITTPFRSMVDAEAGTVDRQIFTDEAIYQLELERIFARAWNFMCHETQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRD 
7. Anhang 
176 
 
91    KKGQLQVLLNSCRHRGNAVCRAEEGNARSFLCTYHGWTYGLDGSLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDL 
181  EDYLGPVGRLALDLTAGRGTIRIVQGVQKNQIGCNWKLANDNLFDYYHPDISHASAVMNNFIDRSAGDHKKRQMEHRNLFGEYGHGIGGP 
271  RLTEETWAVVDKKAAEGAVDPLQIEQWRRTPENAEMLGDQIDTKGHRLIFPNLWVPSSTSQICLRLPKGPDVCEIWWFTIEPEEFTEAQS 
361 EAVRMRAIHHFGAAGLLEQEDGENWDQSTRAMKGVVARRYPLNFSMNLGLGEVQGSDLGLTYVDTHVSEHNQLWTYRAWADWMDAESWA 
450  ALKADHAMPPEAGGRI 
 
Pi-DO8 Scaffold1: 497066-498403(+) 
 
1      MKVAHNFDFKGYVDVDNGVVDRTIFSDQSIYETELERIFARSWNFMCHESQIPKPGDFFLSFIGEESVIATRDKKGQLQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAEQGNARSFLCTYHGWTYGLDGSLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEFLGPVGRMGMDILTT 
181  RGDIMIVEGVQKNLIHCNWKLAVDNLFDYYHVGISHASAMMSNFSRVDEKKVVAPLDPMNHKVILGDYGHALGGHRLRPDQLALMQPDPN 
271  IEASMHDHSWRNRPGVAEALGPVAIEFRGHPNVFPNLWISGGQLCLRLPRGPFSTEIWWFTFMDTSLSDEGRAKRVQSANHVFGPAGMLE 
361  QEDGENWDQSTRAMRGPIARRYPLNFQMGLGHGEIKRAGDVSYIDTPINEHAQLWLYRAWADWMSAASWADLKRDATRPPVDGVV 
 
Pi-DO9 Scaffold1: 831257-832595(-) 
 
1      MLYENGKPFHDYVDADKGLVDRVIFSDQAIYELELERIFARAWNFMCHESQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAEEGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAKVASYKGFVFATMDPEAVDLDEYLGPVGRMSIDLLAAQ 
181  GPLKMVAGVQKNIIGCNWKLAVDNLFDYYHVGISHASAFMSNFRARDPEAPPAPPRFSFGKHRVWLGDYGHAIGGPRIPTDEMANIIAHD 
271  NPNLDETWRHRDDARAILGDQAIESVGHPNIFPNLWVTEANQISLRLPKGPTGCEIWWFTLVPEGLDEKQHEEAIRGANHQFGPSGFLEQ 
361  DDGENWDQSTRQTMGVVARRYPLNFSMNLKHGEVITPADGGAPYVDTAINEHAQLWTYRAWADWMDAESWAALKASRTPVPSDRL 
 
Pi-DO10 Scaffold1: 83505-836427(+) 
 
1      MELRMLQGANKPFHDYVHVSDGTVDRVIFSDQAVYDMEMERIFARAWNFMCHESQIPKVGDFFLTFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCR 
91    HRGNAVCRAESGNARSFLCTYHGWTFGLDGKLIGVPGYKDFYHEQLNKEEWGLIPAGKVQSYKGFVFATMDPEAPDLEDYLGPVGRLGLD 
181  LVAERGDEVVVEGIQKSQIGCNWKLAVDNLFDWYHVGISHASAMMTGFGRGRNLPPTIAERTGPGTSDPHAHRVLLGDYGHAIGGPRITP 
271  ELRAMMAAAGDDPDVTLDERWRDKPAAKAALGAAGADVRGHPNIFPNLWIASNGTQLSLRLPKGPTTTEIWWFTIVDKNLTEEQRRARVF 
361  RANHTFGPAGMLEQDDGENWDQSTRQTHGVVARRFPLHFGMNLGHGAPQSIDGGPTFIDAAINEHGQFWTYRAWADWMDAENWAALKRDH 
451  VRTPLTPA 
 
Pi-DO11 Scaffold1: 905071-905854(+) 
 
1      MTQQDQFEKATTPRFGRGFLRDIWYFAALSRDLKRGKMGRYEFLGEPVLLGRSPDGAIFALRDICPHRAAPISAGRFRKEASGDEVVECP 
91    YHGWRFGADGVCRAIPSLADDQAMDVSLIRVRRYPTSESQGLVFIWIGDGEPSEAPPLFPGVAATSPKVIDRMDFHAHIDHAVVGLMDPA 
181  HGPYVHQQWWWRSAGSQHQKAKQFTPSESGFAMTRHSPSKNSRAYRILGGAPETEITFRIPGLRWEHVTVGKRQVLSLTCLTPMGERRTR 
271  ITQIIWSDHPAFIFLRPVIAAAARAFLRQDGRMVDLQNEGLKYDPTLLWIDDADSQAKWYMRLKSEWEQSRREQRAFRNPIEPAVLRWRS 
 
Pi-DO14 Scaffold1: 1173154-1174537(+) 
 
1      MLYENRGPFRTMVDVEKGVVDRSIFADQDIYELELERIFARAWNFMCHESQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAESGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEYLGEVGRMGLDLLAH 
181  KGEALVAVDGVQKNLIGCNWKLAVDNLFDWYHPQISHASANMADFRRQQSRLTDEERELAAKAGIAGGGGAQRPHRVVMGAYGHAIGGPR 
7. Anhang 
177 
 
271  LTQEARDARQQLRGKIGGLINDEFRETPAAKEALGEVGADTAGHPNIFPNLWMTNHQLSLRLPRGPGQCEIWWFTFVPKEATEERREEII 
361 HGANHVFGPAGMLEQDDGENWDQSTRAMRGVVAQRYPLNFAMGLGQHAVQQASDTSYIDTLINEHAQLWTYRAWAEWMDAESWAALKEN 
450  HSVRPAADSRP 
 
Pi-DO15 Scaffold1: 1549070-1550456(+) 
 
1      MTMLHDARGPFSSLVDVTTGLVDRSIYADQSIYELELERIFARAWNFMCHESQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHR 
91    GNAVCRAESGNARSFLCTYHGWTYGLDGSLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEYLGEVGRMGIDLI 
181  AERGDMEIVEGIQKNLIGCNWKLAVDNLFDWYHPQISHASAFMAGAVREPQNLTQQDMMQLQKAQIGGLSPMHQRVILGGYGHAIGGPRI 
271  EEEALDIRSKFYDRVDPIFDDRYREDPKVQDVLGGVGVTTAGHPNIFPNLWVALGAHQLSLRLPRGPHQTEIWWFTFTPKDATPDRKAAI 
361 VGMANSIFGAAGLLEQDDGENWDQSTRAMRGVVAQRYPLNFAMGTGATPVAVAGGVSYIDTTINEHAQLWTYRAWAEWMDADSWAALKQT 
451 HSTAPAADARP 
 
Pi-DO16 Scaffold1: 1550566-1551958(+) 
 
1      MKEDLMLYETKGPFRTMVDVESGTVDRGIYADEGIYQLELERIFARAWNFMCHESQIKKPGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSC 
91    RHRGNAVCRAEEGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEYLGEVGRMGM 
181  DLLAEKGDLELVGGVQKNLIGCNWKLAVDNLFDWYHPQISHASAFMSGFRPQLEKLSQEDQELAKIAGIGGGGARQLQRAVLGAYGHAIG 
271  GPRLTKIERDARAKLGDKIEILNNDRFRELPQAQQVLGEVGIDTAGHPNIFPNLWMTGFQLSLRLPRGPSQCEIWWFTFVPKEASEERKK 
361  VIVHGANHVFGAAGLLEQDDGENWDQSTRAMRGVVASRYPLNFQMGLGQTPVSVNEGVAYIDTNINEHPQLWTYRAWAEWMDAESWAQLK 
451  QNHSAAPKVGDLI 
 
Pi-DO17 Scaffold1: 1552131-1553520(+) 
 
1      MLYETRGPFRSLVDAKAGAVDRSIYADDDIYQLELERIFARAWNFMCHESQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAESGNARSFLCTYHGWTYGLDGSLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEYLGEVGRMGIDLIAE 
181  RGKDLVAVEGVQKSIIGCNWKLAVDNLFDFYHPQISHASATMSGFRKQVDKLNAEERELAAKAGIAGGSGVGRPHRVVFGAYGHCVGGPR 
271  LTPEIRAIRTQLADKIDSLIDDDFRDWPQAQEALGEVGIDTSGHPNIFPNLWVASQGSQLSLRLPKGPGRTEIWWFTFIDKAATEKRQKD 
361 RVERGNHVFGAAGLLEQDDGENWDQSTRAMRGVIARRYPLNFAMGSGHDEVKVASNTAYVDGPINEHAQLWTYRSWADWMDADSWAALK 
450 QNHTVPPEAGARP 
 
Pi-DO18 Scaffold1: 1553712-1555089(+) 
 
1      MLHEIRGPFRSLVDVKTGLVDRSIYADEGIYQLELERIFARAWNFMCHESMIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAEEGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVRAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEFLGEVGRMGLDLIAE 
271  KGEEMVAVKGVQKSVIGCNWKLAVDNLFDFYHPQISHASATMSGFRKQLNKLTTEEMDMAAKAGVLGGGLRPHHRVSMGKYGHAVGGPRI 
361  TEEMLEARAILGDKLDGLVQDQFRDRPQAQEALGEVGLKQGGHPNIFPNLWMTGYQLSLRLPKGPSATEIWWFTFVPKEETEERKAEIIE 
451 RANHVFGAAGLLEQDDGENWDQSTRAMKGVVAQRYPLNFGMGVGLAPVQRVAGVSYVDTNVNEHAQLWTYQAWSEWMDAESWAQLGQI 
539 ATSAPLDGVR 
 
Pi-DO21 Scaffold1: 1561383-1562760(+) 
 
1      MLYDTQGPFRTMVDENTGQVDRSIFADQAIYEVELERIFARAWNFMCHETQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
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91    AVCRAEEGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDSEAPDLEEYLGPVGRMSIDLIAE 
181  RGDMEIVGGVQKNLIGCNWKLAVDNLFDFYHPQISHASAFMSGFRKQLEGVDAAEQAIVEKAEINGGIRNAHRVVLGKYGHAIGGPRLTK 
271  EVREARALLGPRFEVLTNDNFRMTDSAQEALGEIGLDVNGHPNIFPNLWVATNGHQLSLRLPKGPDKCEIWWFAFVPKEAPDWKKAELIE 
361  RSIHVFGAAGLLEQDDGENWDQSTRAMKGVIAKRYPLNFSMGLKHGVVNHAEGDLHYIDTTTNEHAQLWTYRGWAEWMDAESWGQLKQIS 
451  VEHPGDLV 
 
Pi-DO22 Scaffold1: 1851075-1852452(-) 
 
1      MLHEMKTPFRTMVDVETGTVDRAMFADADIYQLELERIFARAWNFMCHESQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAESGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEYLGEVGRMSIDLIAE 
181  RGDMVIVEGVQKNLIGCNWKLAVDNLFDWYHPQISHASAFMVGMLRGGSKLTPEDHAVLEKARAVGMSRGHRVVFGAYGHAIGGPRGSQE 
271  ARDARRSMADRIEPIMEDLYRDTPQGRAALGEVGVDTSGHPNIFPNLWVSTGAYQLSLRLPRGPL 
 
Pi-DO23 Scaffold1: 1852575-1853916(-) 
 
1      MVDAEKGTVERAIFADQSIYELELERIFARAWNFMCHESQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGNAVCRAEAGNAR 
91    SFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEFLGPVARLALDLLSGQGEMMIVEGVQ 
181  KNIIGCNWKLAVDNLFDFYHVDISHASATMSGARKHAETGLFTPWNHRVTLGDYGHAIGGNKIQPRLWEIVEEMKAEGKPLDQFLNQEWR 
271  KRPEVAEALGDMADTSGHPNIFPNMWITGNQICLRLPRGPGNTELWWFTLLPQGLSDAERKIRMDRANRTFGAAGMLEQDDGENWDQSTR 
361  ATRGVVAQRYPLNFSMAIGTGVTKVGERGHAHIDTHINEHAQLWTYRNWADWMDAESWAVLKAQHTAPPKAGELV 
 
Pi-DO29 Scaffold1: 2850081-2851449(+) 
 
1      MLYDSTKPFHTYVDAKAGTVDRAIFADQAIYEMELERIFARAWNFMCHESQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAEMGNARSFLCTYHGWTYGLDGQLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLDEYLGPVGRLGLDLMAE 
181  KGDVVAVEGVQKNLIGCNWKLAVDNLYDWYHVQISHASSTMSGYSRPLVPAVVDEGAPKPPQQNQQMLHRVLLGDYGHGISGPRRSPEMR 
271  EYQQLVGDKIEPLNDDRWRDEPAAKAALGEAGADTRGHPNIFPNLWVASGGTQLSLRLPRGPGQCEIWWFTLVPRDMPKETRDLRIMRAN 
361  HTFGPAGMLEQDDGENWDQSTRATRGPIAQRYPLNFAMNLGLGEPTVTADGVRYIDTHINEHAQLWTYRAWAEWMDADNWADLKKSRTPT 
451  PVGAV 
 
Pi-DO30 Scaffold5 / pPEX  
 
1      MLYDTQGPFRTMVDENTGQVDRSIFADQAIYEVELERIFARAWNFMCHETQIPKAGDFFLSFIGEESVIATRDKKGELQVLLNSCRHRGN 
91    AVCRAEEGNARSFLCTYHGWTYGLDGSLIGVPGYKDFYHEQLDKSQWGLVKAGKVASYKGFVFATMDPEAPDLEEYLGPVGRMGMDLLAE 
181  KGNLELVGGVQKNLIGCNWKLAVDNLFDWYHSQISHASAFISGFRPQLEKLSPEDQELARIADIGAGGARTLQRAVLGAYGHAIGGPRLT 
271  KIEREARAKLGDKVEILLYDDRFRELPKAQEVLGEVGIDTAGHPNIFPNLWMTGCQLALRLPRGPSTCEIWWFTFVPKEVSEERRKVIIH 
361  DANHLFGPAGLLEQDDGENWDQSTRAMRGVIAQRYPLNFQMGMGQTPVTVNEGVSYIDTSINEHPQLWTYRAWAEWMDADSWAQLKQTHS 
451  APPKAGDLI 
 
Pi-DO31 pPEX  
 
1      MLKLALATSNAPALYRPRSAWQTVYDAWTNPEVPPPNELEGETDEVVDGYIERIKAAQKTMRDKLVAAKPDVILMIGYDDGVAFSNVQVP 
91    QFCTFVGEDLTGSASIPELGEKPEDNRVTLKNDTDFAWELQRSLVDEEIDVNYMGVQNPMGKPEWGTSSAFTLPAANLLAGLDIPVTPFF 
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181  INCTLEPTLPGRRIYAFGQKLGKVLAGMDQNVAILAVGGLSHDPRGARAGWIDDRLDRWVLNCFKKGDTQRLKTLFDLDSDTLSGGTGQI 
271  RTWLAAAAAAESQGGKAAIIDYIPALRAMTGLGFAAWDFA 
 
Arthrobacter sp. 
 
As-DO1 Scaffold1: 82664-83767(-) 
 
1      MTVSATKTTSTAKLLPSPLNAWFVAGWDHEISAKGILARTIAGRPLALYRTEDGRAVALADACWHRLAPLSQGKLVGRDEIQCPYHGLRY 
91    NAAGRCTSMPAQETLNPSATVPSFPVVERYRYVWVWLGDPTKADPGLLPDMHQLESSEWAGDGETIHAPCNYQLVLDNLMDLTHEEFVHS 
181  SSIGQEELSESEFEVTHDEASVTVTRWMRNIDAPPFWLKNMRDKFPDFEGKVDRWQIIHYYFPSTICIDVGVAAAGTGAPEGDRSRGVNG 
271  YVMNTITPETERSCHYFWAFMRNYRLESQLITTQLRNGVHGVFGEDEAMLLAQQAAIDANPDYEFYNLNIDMGGMWVRRLLERALEAEGR 
361  LATLPGS 
 
As-DO2 Scaffold1: 81646-82648(-) 
 
1      MADSHHILWQRAVVDAVSDVAENIRRIVLRPERPCPIRPGEHVDVRTTIDGEQHVRSYSVVNAADDGTHLALSVYRTPNSRGGSVFMHSL 
91    QPGQRLEITQPLQNFPLRIGAPSYVLLAGGIGITAIAGMAALLRRLGADYRLVYVARSRDAMAYLDDLAAMHGDRFEAHVDAEGAPLDVR 
181  ALVGSAPEDAEFYMCGPIRLMDAVRRAWTERELEPTNLRYETFGNSGWYEAEPFTVRIPRLGVETIVGSDESVLEALERDGVDMMSDCRK 
271  GECGLCQVKVLELAGRIDHRDVFYSDRQKEPNTKMCCCVSRVAAAEPGTDPTPSPTILTIDVP 
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